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Hermine déterminée 
La production à grande échelle d'engrais naturels s'impose aujourd'hui comme une 
necessité de protection de l'environnement. Les racines de plantes transformées sont 
utilisées à plusieurs tins dans les cultures en bioréacteurs dont la production de 
rnÇtabolites secondaires. extraits de plantes à forte valeur ajoutée. et comme h8te 
végétal pour les champignons endomycorhiziens. reconnus pour servir d'engrais 
naturel. 
Lqaspect des conditions J e  culture des racines de plantes dans un bioréxtrur est 
abondamment documenté de meme que le design des bioréacteurs. Cependant. peu 
d'itudes se sont intCressCrs ji l'hydrodynamique du bioréacteur et aucune recherche ne 
s'est encore arrêtée au cas du bioréncteur ruisselant (ou i percolation). avec garnissages 
comme support de culture. Le présent travail souhaite contribuer au d~veloppemtlnt des 
comaissances dans ce domaine par une recherche centrée sur le bioréacteur à 
garnissages utilisé pour la culture des racines trmsformées. Les principaux axes de la 
recherche sont : l'identification d'un système modèle capable de remplacer les racines 
de carotte. l'identification du garnissage ideal comme support de culture. Iri 
caractérisation du développement spatial des racines en croissance. et 1Ytude de 
l'hydrodynamique du bioréacteur. 
Pour débuter la recherche, on a tout d'abord identifié un modèle non vivant, ayant les 
mêmes caractéristiques qu'un lit de racines de carotte, dans le but de les remplacer par 
un matériau plus facile à utiliser pour l'expérimentation. En effet, le maintien de la 
stérilité en bioréxteur est délicat tout comme h croissance des cultures. Le système 
modèle non vivant permet donc de concentrer les efforts sur les essais 
hydrodynamiques. Le matériau le plus efficace pour remplacer le lit de racines de 
carotte s'est avéré la corde de jute coupée en bouts de 8 à 10 cm, séparés en l em trois 
brins et façonnés en petites boules pour former un lit d'une densité de 0,16 gd'. 
Quant au choix du garnissage, c'est le Tri pack de 2" qui s'est montré le plus 
performant. En effet, il permet aux racines un bon accrochage, une distribution 
satisfaisante dans le bioréacteur ainsi qu'un degré de remplissage élevé du gamissage. 
II a donc servi de base aux cultures et permis de mettre en évidence l'importance de la 
qualité de 1' inoculation comme facteur déterminant pour favoriser l'accrochage et la 
distribution des racines. De plus, il a été observé que de petits inocula, bien répartis 
dans le bioréacteur, fiivorisent le développement d'un lit plus uniforme et moins dense. 
L'étude de la distribution spatiale des racines sur les garnissages tout au long de leur 
croissance a égaiement tàit l'objet d'une attention particulière. Deux expériences ont 
révélé la même tendance : les racines utilisent d'abord tout l'espace latéral disponible, 
puis le lit se densifie. Durant la première phase du développement latéral, les racines 
poussent légèrement vers le bas mais. des le debut de la densification, le lit ne s'épaissit 
plus que vers le haut où les nutriments frais se retrouvent en plus grande abondance. 
Une part importante de la recherche a été consacrée a l'étude de I'hydrodynamiqur des 
systémes (c'est-à-dire à l'titudr du temps de skjour. du nombre de Péclet et du temps de 
mélange) à partir des courbes expérimentales de distribution des temps de sijour (DTS) 
des cultures de racines et du modkle non vivant. Lomalyse des résultats a montré que 
l'hydrodynamique de ces systi.mes suit Ir modéle des deux réacteurs parfaitement 
agites (CSTR) en serie de volumes différents. De plus. l'élaboration d'une methode de 
déconvolution des courbes de distribution des temps de séjour a permis de dissocier 
l'effet des parois du rkacteur de l'effet du lit. pour une partie des courbes 6tudiées. 
Un autre aspect de l'analyse a porté sur les courbes de DTS (( échelon ». Cette itude a 
montré que. une fois dérivées. elles suivent la tendance des courbes de DTS 
« injection » pour des conditions de culture identiques. Ceci confirme la validité des 
méthodes expérimentales qui utilisent l'injection de traceur pour l'obtention des 
courbes de DTS. 
Un autre élément important de la recherche est l'analyse du nombre de Péclet (Pe). II a 
été calculé à partir des panmètres si et du modèle des deux CSTR en série de 
volumes diffërents. Pour le système modèle, de même que pour le lit de racines et le lit 
de racines sur garnissages. le Pe calculé est plus petit que IO? ce qui indique un écart 
important par rapport à l'écoulement piston. Par ailleun. l'analyse du nombre de Péclet 
en fonction du temps de résidence a révélé que la tendance d'évolution est similaire 
quelque soit le système étudié. 
Quant au temps de mélange dans le bioréacteur. il a ét i  mesuré i partir des courbes de 
DTS non d~convoluées. Pour le système modèle. la corrélation entre le temps de 
mélange et le temps de résidence (volumeidébit) donne : temps de mélange = 
9 . 3 ( ~ / ~ ) " . ' ~ .  De plus. il a été observé que le mode d'alimentation par atornisrition est 
plus efficace au niveau du mélange que Ic mode du goutte à goutte aléatoire. Par 
ailleurs. la comparaison des temps de melange du système modele non vivant et du lit 
d e  racines sans garnissage a montré de grands Ccarts entre Ics deux systt'mes. Tandis 
que le temps de mélange du bioréacteur à garnissages s'est avéré deux fois plus court 
que celui du système modkle non vivant. 
L'titude du transfert d'oxygène n'a pas Çté complétée. En effet. il a 6té impossible avec 
Ir modèle développé d'obtenir des coefficients de transfert d'oxygene. Des suggestions 
quant aux moditications à apporter au modèle et à I'alimentation gazeuse du bioréactcur 
ont i té  faites. 
Gencticdly transformed plant roots to produce only roots are used in many ways in 
bioreactor cultures. The production of secondary metabolites - plant extracts of high 
value - is well docurnented in the litterature. However. the large scale production of 
endomycorhized fungus in obligatory symbiosis with plant roots is 3 tield less explored. 
The culture conditions for plant roots production in a bioreactor and the study of 
diîkrcnt bioreactor design are also well documented. But very few studirs have 
rxplored the hydrodynamics of such bioreactors and none have considrred the use of 
pncked tnckle bed bioreactor. The work reported here has the goal of improving the 
knowledge in this Beld by contnbuting to the development of û. packed bed bioreactor 
for transformeci roots culture. The main research trusts rire the identification of a model 
to replace çnrrot roots. the identification of a packing as culture support. the 
charncterization of the spacial development of roots while these are growing on the 
paçking. and the study of the bioreactor hydrodynarnics. 
A s  a first step. wtr have searched for a non living model with the sarne chuacteristics as 
a bed of roots in ordrr to replace the roots during the numerous experirnents. The tasks 
of upholding sterility and maintaining culture growth are delicate and demanding, and 
using a non living model enables to better focus on the hydrodynamic experirnents. The 
matenal which presents the most sirnilarities with a bed of carrot roots is jute rope. cut 
in pieces of 8 to 10 cm. separated in their three strands. and rolled in small balls to 
makr a bed of 0.16 g~.-' density. 
Two inchcs Tri pcick was the packing chosen as the best culture support. It offers ri 
good grip. a good distribution of the roqts in the bioreactor and a good filling of each 
packing by the roots. The quality of inoculation is very important to facilitate gripping 
of the roots and good distribution of roots in the bioreactor. Distributing small inocula 
tivenly in the bioreactor rtrsults in n more uniformed and less dense bed. 
Spricial distribution of mots during their growth on the packinç has also been studied. 
Two rxperiments have drmonstrated ri common tendency : the roots use al1 lateral 
spacc: berore densitiçütion of the bed. During the tirst step of lateral devrlopment. the 
roots grow a bit downward but. as soon as densiiication begins. the bed thickrns only 
upwards wherr Fresh nutriments are abundant. 
Study of hydrodynamic curves OF bot11 the non living mode! and the root bed has 
revealed that the hydrodynarriics follow the mode1 of two perfectiy rnixed bioreactors of 
different volumes in series. X deconvolution method has been developped For the 
residence time distribution curves in order to dissociate the wall effect from the bed. 
Step Function RTD curvcs. once derived. follow the same tendency as the injection 
RTD curves for identical culture conditions. This validates the sxperimental rnethod of 
tracer injection to obtain RTD curves. 
The PecIet number was calculated tiom parameters si et r? of the model of two CSTR 
of di f i rent  volumes in series. For the non living model. the root bed and the root bçd 
with packinys. it is less than 10. which menns û great deviation from plue tlow. The 
variation of Pe as ri fùnction of residence timr is similar. whatewr system is studied. 
Mixinp time in the biorenctor is mecisurcd tiom the non deconvoluted RTD curves. For 
the non living model. a correlation betwcen mising timç and residencr time 
(volurne/flow rate) has been cstablished : mixing time = 9.3(~:~) '? I t  was also 
observed that the feeding by atomizrition is more effective than the deatory drop-by- 
drop method. Comparing the non living mode1 mixing timcs with the roots bed ones. 
we see a large deviation. For the roots bed with packing. mixing times are around half 
of the non living mode1 mixing timrs. 
The study of oxygen tnnsfer hasn't been complrted. Obiaining oxygen transfer 
coefficient with the mode1 developed  vas impossible. Changes on the bioreactor and 
the mode1 have been suggested. 
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CHAPITRE 1 - W~RODUCL~ON 
La polémique entourant la détérioration des rivières causée par les rejets de phosphates 
provenant des engrais agricoles a fàit &tre la nécessité de développer de nouveaux 
types d'engrais moins dommageables pour l'environnement. Cette polémique a suscité 
un intérêt grandissant daos les milieux scientifiques pour la recherche sur les 
champignons microscopiques « endomycorhizes » qui vivent en symbiose avec les 
racines des plantes et qui agissent comme un engrais vivant naturel. En effet, ces 
champignons aident les plantes a retirer les nutriments du sol et, en retour, celles-ci les 
alimentent en carbone qu'ils sont incapables de puiser eux-mêmes dans le sol. Ce petit 
organisme a f ~ t  l'objet de nombreuses études ces dernières années qui ont permis le 
développement des méthodes de culture en pot. Toutefois, le début de la 
commercialisation des endomycorhizes a rapidement f& naître le besoin de rentabiliser 
le procédé à grande échelle. C'est ainsi que sont apparues les premières études sur la 
culture d'endo mycorhizes en bioréacteur. 
Par ailleurs, les champignons endomycorhiziens étant des symbiotes obligatoires il 
était essentiel qu'ils soient cultivés en présence de racines de plantes. C'est l'utilisation 
de racines de plantes génétiquement transformées pour ne former que des racines qui a 
permis de contourner cet obstacle. On connalt bien aujourd'hui les conditions de 
culture des champignons qui assurent de très bons tawc de croissance. En bioréactein; la 
principale difficulté des cultures d'endomycorhizes est d'obtenir une bonne croissance 
des champignons et des racines tout en tenant compte de la fragilité de la structure des 
tissus et du lien symbiotique. 
La littérature regorge d' informations sur les racines transformées et leurs produits à 
cause de la demande pressante de l'industrie. En effet. les racines transformCes sont 
abondamment utilisCes pour la production de metabol i tes secondaires. Ces métabolites 
à forte valeur ajoutée sont la plupart du temps produits i partir de ciiltures de crllules de 
plantes indifférenciPrs (Verpoorte rr d.. 1993). 11 semble que dans certains cas on 
parvienne ii une meilleure productivité avec des cultures de racines de plantes 3 cause 
de leur plus grande stabilit6 (Flores el id.. 1957: Rhodes el cd.. 1987: Toivonen. 1993). 
De nombreuses recherches ont 2tk réalisées à ce jour sur les procCdCs de culture de 
racines dans le but d'améliorer Iü productivitti et la densitti des cultures. On a itudiÇ. 
entre autres. les différents types de rincteurs. les methodes d'akrrition et les façons 
d'alimenter le milieu de culture. Les résultats sont encourageants en ce qui concerne la 
la densité des cultures. Cependant. i l  reste encore du chemin à parcourir. car le 
problème de la mise h l'échelle des procédés n'est pas entierement résolu. En effet. la 
plupart des procédés qui se sont révélés efficaces à petite échelle sont difficilement 
adaptables à la production industrielle. 
La présente recherche a été entreprise dans le but de poursuivre le travail exploratoire 
sur le développement d'un procédé efficace de culture de racines transformées en 
bioréacteur. adaptable à la production industrielle. Le bioréacteur ruissehnt avec 
earnissages est reconnu. dans la littérature. pour donner de bons résultats de culture de 
C 
racines (Whitney. 1992: Ramakshnan et (il.. 1994: Kwok et Dorm. 1995: Wilson. 
1 998). C'est aussi un bioréacteur facile d'installation et prometteur pour Iri production 
industrielle. C'est ce type de bioréacteur q u i  sera utilisé pour realiser 1 'exp6rimentation 
nécessaire à la recherche. De plus. les racines de carotte ont C t t  clioisirs car elles sont 
hciles à cultiver et leur comportement est bien connu. Les racines non mycorhiz6es ont 
d é  utilisées atin de simplifier I'exp6rimrntation et concentrer la recherche sur I'Gtude 
du bioreacteur. sans avoir j. se soucier d'un autre organisme vivant. D'ailleurs. 13 
diffknce entre la morphologie des ncines non mycorhiztks et mycorhizies n'est pas 
assez importante pour rnoditier sipniticativttment l'hydrodynamique du bioreacteur. 
L'objectif principal de cette Ctude est de contribuer au diveloppsrnent d'un bioreacteur 
i garnissages pour la culture de racines trûnsfonnCes. ce qui sera fait : 
en identifiant un système modèle pour remplacer les racines de carotte. 
en identifiant le garnissage Ir plus performant pour la culture des racines. 
en caractérisant le développement spatial des racines sur Irs garnissages et. 
a en caractérisant l'hydrodynamique du système. 
La revue de la litttrature développe plus en profondeur le contexte de la recherche. de 
même que I'état des co~aissances  ur plusieurs sujets abordés dans ce travail dont: les 
champignons endomycorhiziens, les métabolites secondaires. les racines transfomies. 
le design et 1' hydrodynamique des bioréacteurs. 
Sept étapes seront nécessaires pour atteindre l'objectif fixé. La première consiste à 
identitier un système modèle non vivant qui soit capable de simuler Ie comportement 
physique d'un lit de racines et ainsi faciliter l'analyse du bioréacteur sans avoir à se 
préoccuper du maintien de In stérilité et de la croissance des racines. deux déments 
particulièrement délicats pendant les cultures. 
La druxieme hûpe consiste a choisir le garnissage le plus approprie pour les cultures en 
exphimentant sur des racines vivantes. Une fois Ir garnissage choisi. plusieurs cultures 
devront etre réalisées pour observer la distribution spatiale des racines dans les 
garnissages durant leur croissance. ce qui constitue la troisikme dape de la recherche. 
Jusqu'à ce jour. peu de recherches avaient port6 sur I'itude l'hydrodynamique d'un lit 
de racines. et encore moins sur une culture en bioréacteur ruisselant tel qu'utilisé dans 
ce travail. La quatriéme étape de cette recherche sera donc consacrée au dkveloppement 
d'un modèle hydrodynamique à partir de nombreux essais rxpérimentaux. 
L'étude hydrodynamique permettra do identifier certains paramètres qui fourniront de 
l'information complémentaire sur le comportement des trois systèmes observés. soient : 
le modèle non vivant. le lit de racines et le lit de racines avec garnissages. Le nombre 
de Péclet ainsi que ie temps de mélange seront utilisés à cette fin. L'malyse de chacun 
de ces paramètres constitue la cinquième et la sixième étape de la recherche. 
Finalement. la dernière etape de ce travail sera consacrée à l'étude du transfert 
d'oxygkne dans le bioréacteur. et permettra de cornpliter les éléments mis en lumière 
par l'itude hydrodynamique. 
CHAPITRE 2 - REVUE B I B L I O C ~ Q U E  
Cette revue bibliographique ne prétend pas faire le portrait complet du domaine mais 
bien une revue des différentes connaissances utiles pour situer cette recherche. 
Plusieurs sujets sont traités dans la revue : les champignons endornycorhiziens, les 
métabolites secondaires, les racines h.an~formées (aussi appelées tac ines chevelues) les 
différents designs de bioréacteurs, l'étude de 1' hydrodynamique, et l'étude du transfert 
d'oxygène. 
2.1 LES CHAMPIGNONS ENDOMYCORHIZIENS 
Les fertilisants chimiques ont un rôle négatif sur l'enviromement & cause de leur 
ruissellement dans le sol entrahant la contamination des cours d'eau et des eaux 
souterraines. Une aitemat ive intéressante aux fertilisants chimiques est l'utilisation de 
c harnpig nom à a .  buscules et vésicules (V AM), stimulateurs de cm issance des plantes 
(Wood et Cummings, 1992), naturellement présents dans les sols, mais souvent détruits 
par l'application intensive d'engrais chimiques et par le labourage trop intense. Ces 
champignons sont des symbio tes O bligaîo ires avec les plantes vascularisées (PfeEer et 
al., 1998). Beaucoup de plantes vivent naturellement en symbiose avec des 
champignons endo rnyco rhiziens. Cette relation améliore la nutrition des plantes 
(Smith, 19801, la croissance (Bethienfavay, 1992) ainsi que la résistance aux 
pathogènes du sol (Andrade et al-, 1997; St-Arnaud et al., 1997, 1995, 1994) et a la 
sécheresse (Arora et ai., 1991 ; Khasa et al., 1990; Trappe et al., 1984). Le champignon 
est capable d'absorber les phosphores solubles, de les transporter et de les transférer à la 
plante. et ce. bien au delà de la zone d'épuisement en phosphore. ce qui donne à la 
racine de nou\~ellrs sources de phosphore difficilement accessibles autrement. Par 
contre. Ir champignon n'étant que partiellement apte à puiser le carbone nicessaire à sa 
croissance dans le sol. il doit obligatoirement s'associer à une plante. L'utilisation de 
champignons rndomycorhiziens comme engrais aurait donc u n  effet bknitique sur les 
pratiques agricoles. 
Les endomycorhizes forment deux types d'organes de survie pouvant regtinérer le 
champignon : les spores (propagules formées i I'rxtCrieur des racines) et les ~Çsicules 
(propagiiles forrnCes à l'intérieur des racines) (Sylvia et Jarstfer. 1992). Cr: sont ces 
propagules qu'il est intiressant de produire de  façon industrielle. r\ctuellement. la 
production industrielle doendomycorhizes est basée sur la culture en pots : les plantes 
entieres sont inocul6es par des propagules et sont cultivées dans differents sols et 
substrats (Plenchette ri t rL .  1987: Mosse et Thompson. 1984: Hung et Sylvin. 1988: 
Dugassa et tri . .  1995). Le problkmr de ces cultures non stériles est l'introduction 
possible de pathogènes dans le sol de la plante que l'on veut inoculer avec le 
champignon. Puisque le temps de production de I'inoculum endomycorhizien est de 2 à 
4 mois. ce temps est suffisamment long pour produire plusieurs contaminants tels les 
bactkrirs. les champignons et les pathogènes indésirables. De plus. les méthodes de 
production sont très coûteuses et très longues. 
D'autres méthodes qui permettent une récolte des structures extn-racinaires du 
champignon ont aussi éti- expérimentées. II s'agit de I'aéroponie (Hung et Sylvia 
1988). de l'hydroponie (Dugassa et u/. . 1995). de la technique du film liquide (Mosse et 
Thompson. 1984) et du système hydroponique j. sable (hlillner et Kitt. 1992). Cette 
derniere permet d'augmenter la croissance du champignon et la sporulation (pour un 
maximum de 2 10 000 spores/pot). Par contre. elle demande un procéd6 de séparation 
qui peut detruire les structures du champignon. Tous ces procedés de première 
génhtion entraînent des coûts d'opération trop Clevés pour qu'ils soient rentables sur 
Ir plan industriel. 
C'rst pourquoi Ics racines transformées gént3iquement (qui  croissent en ne Formant 
que des racines) ont présenté un intérêt comme hôte vtgétal. Ce procédé de deuxième 
genération en condition stirilr de boites de Pétri a été utilisi avec succès (blugnier et 
Mosse. 1957). Par la suite. i l  a ét i  possible pour BCcart et Fortin (1988) de faire 
I'inoctilation de racines transformCes avec des spores de champignon. mais avec une 
production de spores réduite. Récemment. la production de spores a été quintuplée à 
l'aide des boites petri à 2 compartiments (St-baud el nL. 1996). passant h 25 000 
spores par boîte compartimentée. En Clargissant le concept de compartimentation. un 
bioréacteur gel-papier a Çté conçu pour une production de 110 000 spores et 479 000 
vésicules par bioréricteur contenant 250 mL de milieu gélifié (Gaudette. 1997). 
Le premier essai visant la production d'endomycorhizes en bioréacteur pouvant étre mis 
à I'échelle est réalisé par Jolicoeur el (11. (1 999). Une production moyenne de 1.82 x 
10' spores-($ DW inocu1urn)-'0 (L milieu)-' en 107 jours de culture dms un bioréacteur 
gazosiphon est obtenue. cc: qui représente une production ma.ximale 10 fois inférieure 
aux cultures en Pétri mais comparable à celle obtenue pour les cultures en pots et 
hydroponiques (voir tableau 1-1). La tàiblc croissruice du champignon dans le 
erizosiphon peut etre due. entre autres. au fait qu'il y a circulation continuelle du milieu c. 
contrairement aux conditions statiques naturelles. i l  semble donc intéressant d'explorer 
plus en détail Io possibilité Je créer un design de biortiactrur compartimenté pouvant 
Stre mis i I'tkhelle. al in de crier un stress osmotique et nutritionnel. conditions 
1'worisnnt la croissance du champignon (Jolicoeur. 1998). C'est ainsi que le 
biorincteur opgré en mode brouillard a w c  un lit  de perlite comme support de culture n 
permis d'augmenter la production de spores 5 780 000 par bioréacteur et la production 
de vésicules à 80 000 par biorkûçtrur (Jolicoeur. 1998). 
Tableau 2-1 Comparaison entre les performances de différents procédés de 
production de proprgules de G .  intraradicrs (.Jolicoeur et al., 1999) 
Amponic Bahia gms 630 NA 17-285 12- 14 Hunp 3nd Sylvra 
( 1988) 
.4crop>nr Stucel potvo 4500 NA 11% NA 12-14 
WL of M medium 
Du;rl ~0mp;umiuii Canot h i i t q  m~ 500.ûûO 678 NA NA Ib  Si-..\riiJud ci  al. 
Petri dkh" ( 1994~ 
Petn dish tliqud? C~mr hauy mou 30.000 1 l5m 609 550% 33%' I? This wwk 
Airlifi bicmstot- C m  h q   OIS 12;MO r 800 58% ?3-75% W%' 12 mir worf 
L'approche des racines transfomies est Jonc une approche interessnnte pour des 
productions i plus grande 6cheIltt de champignons endornycorhiziens car ces racines 
poussent plus rapidement que les non transformées. n'ont pas besoin d'ajouts de 
régulateur de croissance et permettent une protection au réseau mycélien. Elles sont 
également un bon substrat pour l'étude de toutes sortes d'autres relations symbiotiques : 
nématodes biotrophiques. bactéries colonisatrices de racines. insectes se nourrissant de 
racines (Mugnier. 19%). 
Un autre domaine d'intérét pour les racines transformées est leur utilisation pour la 
production de métabolites secondaires. Les industries cosmétiques. alimentaires. 
pharmxeutiques et chimiques utilisent une multitudes de m6tabolitt.s secondaires de 
plantes qui servent, entre autres. comme fragrances. saveurs. pesticides. mkdicnmsnts. 
enzymes. pigments. protéines. autres additifs alimentaires. préservatifs naturels et 
vitamines. Les métabolites secondaires ne sont pas synthétis6.s par les m~tabolismes de 
base (primaires) et sont specitiquss ii une espèce. un genre ou une famille. Ils sont 
génkrnlement produits par la plante comme mkcanisrne de &%ense en reaction ii une 
infection microbienne ou autre. Les produits chimiques ainsi formés s9accumult.nt sur 
les sites d'inkction. 
La production de masse de ces produits à forte valeur ajout& par des plantes en champs 
est limitie ii cause de leur faible taux de croissance. de leur dépendance au climat. de la 
qualité et de la quantité variables du matériel biologique et des zones de culture 
limitçes. Ils ont souvent une structure complexe. difticile i synthétiser chimiquement à 
prix compétitif (Toivonen. 1993: Vcrpoorte et ai-. 1993). La culture de  cellules comme 
les cals, les embryons et les tiges a d'abord été utilisée pour tenter de contrer ces 
inconvénients. ce qui a permis la réalisation de cultures contrôlées. On a ainsi obtenu 
des cultures de cellules rapides et des taux reproductibles. Dans certains cas. plusieurs 
problèmes sont pourtant apparus lors des recherches : productions instables dues à 
I'hétérogénéité génétique et biochimique. et dificulté à oxygéner adéquatement les 
bioréacteurs (Taya et O(.. 1989). Pour certaines plantes. la productivité et le rendement 
en produits ont été les principales limitations à une utilisation industrielle plus Ctrndue 
de cultures de cellules (Toivonen. 1993) Pour ces plantes à faible productivité. 
beaucoup d'efforts ont Çté consacrés au développement de milieux et de conditions de 
culture pour promouvoir une production stable. mais généralement. sans le succès 
escompté. 
Les cultures de racines chevelues ont donc offert une alternative intiressante pour 
certaines plantes dans It: but de produire commercialement des métabolites secondaires 
(Flores et trL . 1 987: Rhodes r r tri.. 1 987: Toivonrn et cil.. 1 997). Cr type de culture est 
plus stable. plus robuste aux variations environnementales. et le mitabol isrne est mieux 
régdé car une racine est un tissu organisé de plusieurs cellules. contrairement aux 
cellules en suspension ou les cals qui ne sont pas organisés. Les rendements en 
produits sont semblables ou supérieurs à ceux des plantes meres et on retrouve même 
des produits non formés dans les racines non transformées (a cause des différences 
entre les mécanismes de régulation). Par exemple. Yonemitsu et cil. ( 1  990) sont les 
premiers à transformer les racines de Lobelin inflata pour produire de la lobeline j. un 
niveau comparable 3 la plante mère et aux cals. Les racines chevelues ayant une 
croissance supérieure aux cals (le taux de croissance des cals est d'environ 0.1 j". 
Dixon 1983. et celui des racines peut atteindre 0.24 j". Taya cl al.. 1989) représentent 
un meilleur système au niveau de la stabilité pour la production de la lobeline. De la 
vindoline servant à In production de vinblastine (médicaments contre le cancer) a été 
détectée pour la première fois par Bhadn et ul. (1993) dans des racines chevelues de 
Cafhanznthtrs roseus. Seulement de très faibles quantités avaient été détectées dans les 
cultures de suspensions de cellules. alors qu'avant même optimisation. des niveaux 3 
Fois supérieurs ont été détectés dans les racines transformées. 
Les métabolites secondaires sont accumulés soit intracellulnirement (dans les vacuoles 
ou autres organelles) ou extracellulairement (lies a la paroi cellulaire ou relargués dans 
le milieu). II  est prt3érable que les produits d'intérèt soient libérks dans le milieu plutôt 
qu'accumulés intracellulairement. Plusieurs moyens sont tentes pour favoriser la 
sécrétion : cornpostis biotiques (origine biologique : fragments de paroi cellulaire de 
champignon pathogène ou de la plante) ou abiotiques (mitaux lourds. concentration en 
sels élevée. les stress abiotiques 6tant moins efficaces que les stress biotiques). milieu 
chaud. froid. électricité ou ultrasons. Parce que l'ajout d'additifs peut impliquer aussi 
l'introduction de contaminmts. ce type de solution est parfois mis de côté. Certaines 
autres stratégies sont avantageuses pour favoriser la production : passage continu de 
milieu frais dans la culture. adsorbants polymériques qui récoltent le produit lorsqu'on 
y fait circuler le milieu de culture. technique des deux phases liquides (Buitelaar et al.. 
1991). Pour cette dernière méthode. on utilise des milieux diffërents. un pour la 
croissance des racines et un pour la production (qui limite la croissance mais stimule Iû 
biosynthèse). Muranaka et al. (1  993) ont obtenu ainsi une production de 1.3 g~'' de 
scopolamine à partir de racines chevelues de Duboisin Ieichhordtii après I l  semaines 
de culture dans un bioréacteur de 1 L agité par des pales. avec un grillage en acier 
inoxydable cylindrique dans le volume du bioréacteur séparé des pales. 
Une autre methode pour améliorer la sécrétion consiste à priver les cellules d'oxygène 
par l'alimentation en azote au lieu d'air. Cette mithode a ité utilisée avec succks sur 
des racines chevelues de Bettr nrigm-is pour la production de pigment rouge (Kino-Oka 
et a i .  9 )  Une privation totale d'air a été nécessaire pour une durée maximale de 16 
h. au-delà de laquelle les racines ont une phase de latence très longue avant de se 
remettre i croître. La production a atteint 11.3 x 10" g ~ * ' . h - '  pour 450 h de culture. 4 
pkriodes de 16 h de privation en oxygène. et une biomasse tinalr de 1 1.1 g ~ " .  dans un 
biortiacteur agité de 1 L utile avec grillage pour séparer les racines des pales. De par 
une étude cinétique. atin d'optimiser la production de pigments. une production totale 
de 2.7 x IO-' g ~ " + h "  est obtenue pour 3 périodes de 16 h de privation d'oxygène 
(Kino-Oka et Tone. 1996). Cette étude a montré que la production de pigments par les 
cellules est directement reliée ji Iri diminution de la viabilité des cellules. 
2.3 LES RACINES TFUNSFORIIIÉES 
Les racines chevelues sont intéressantes par rapport aux autres cultures à cause de 
nombreuses caractéristiques qui leurs sont propres : leur capacité à croitre indéfiniment 
dans un milieu sans phytohormones. leur capacité à accumuler et à synthétiser des 
produits a forte valeur ajoutée à des niveaux comparables à la plante mère (Flores et al. 
1 987). leur grande stabilité gknétique (donc plus grande reproductibilité permettant de 
prédire la croissance et le niveau de production). Les racines chevelues sont souvent 
caractérisées par leur haut niveau de croissance latérale. une profusion de poils 
absorbants. et l'absence de géotropisme ou un géotropisme inverse. La trmsformation 
des racines par .-fgrohuctL;ri~rrn hizogenes se fait par l'intégration d'un segment de 
ADN (Ri T-DNX) du plasmide Ri (inducteur de racines) dans le génome de la plante. 
ce qui provoque la proli fération de racines adventives (racines qui poussent 
Iût6rdement) sur le lieu de la transformation. Cette transformation produit des cultures 
stables qui continueront i croître indefiniment en racines. et une production stable de 
plusieiirs mGtabolites sur plusieurs années. en contraste avec les cultures de ncines 
normales ( h 1 ugnier. 1 088 1. De plus. les racines sont des organes diffkrencitk. ce qui 
semble Are necessaire pour certaines biosynthtises de produits phytoc himiques qui sont 
couplt;es i la di ffthntiation morphologique (Bhadra ri  d.. 1993). 
Les ncines transformées sont diErentes morphologiquement des racines non 
transtorrn6es : elles sont beaucoup plus ramitities. donc posstident plus de points de 
croissance mérist6matique. ce qui entraine une croissance globale plus rapide que pour 
les racines nonnales. La morphologie des racines chevelues v m k  d'abord avec 
I'espScr de la plante. mais aussi avec d'autres facteurs non inhérents à la racine. tel le 
milieu de culture (Yonemitsu et id.. 1990). La morphologie des racines dms des 
cultures en boite de Pétri peut varier d'une forme d'amas compact à une forme de 
plusieurs poils absorbants et beaucoup de branchage latéral. La morphologie des 
racines comme la formation de métabolites peut aussi varier avec I'illurnination et le 
dosage d'hormones (Tone rf uL. 1998). 11 a Cté observé lors du choix de cultivars parmi 
150 clones que les 5 choisis pour la meilleure croissance Çtaient minces. tines. et 
possCdairnt des branches rkguiières avec des bouts fins (Bhadra et  ni.. 1993). Un autre 
dément à çonsidkrer est Iç niveau de branchage des racines. Beaucoup de branchage 
filvonse la formation d'rimas de racines et augments Ic: risque d'un mauvais transfert 
J'o.uygt;ne. Des racines moins branchies auront tendance à Stre mieux distribuées. La 
morphologie des racines est donc un des critères importants qui influencent de bçon 
marquée le comportement des racines en bioreactcur. 
Les racines transhrmi-es sont t r i s  fragiles et sensibles aux forces de cisaillement. ce qui 
est une grande contrainte. Cette sensibilitt! varie d'une espece i une autre. Par exemple. 
Nuutila et cri. ( 1994) ont obsen.6 que les racines de Chht~rcrnfhirs roseirs sont très 
sensibles au cisaillernrnt j. tel point qu'ils ont dû renoncer d utiliser leur colonne j. 
bulles avec pales. Par contre. une culture do.-ljzrgo reptuns a donné une bonne 
croissance dans un bioréacteur ê pales où le cisaillement est important (Uozumi et c d .  
1993). 11 est donc essrntiel de tenir compte de cette caractéristique lors du design d'un 
bioréac teur. 
Une autre utilitC des racines chevelues est qu'elles peuvent servir de modèle pour 
l'étude de la bioaccumulrition de métaux lourds dans les plantes (hlacek et cil.. 1998). 
les racines étant les premiers agents de contact entre la plante et les métaux lourds. Le 
cadmium. le mercure ainsi que le plomb sont très toxiques à forte concentration et ils 
ont tendance à s'accumuler dms l'environnement. Les traitements conventionnels de 
sols contaminés sont tres coûteux. et les tests sur les microorganismês ne sont possibles 
que sous une certaine concentration en mitaux lourds. C'est pourquoi i l  s'est 
développé un intérêt pour Ia phytoremidiation. l'utilisation de plantes in situ pour la 
dëcontamination. 
Nous avons vu que les caractéristiques des racines trnnsfomties sont intéressantes à 
plusieurs points de vue. P x  contre. certaines risquent de poser probkme lors des 
cultures en bioréacteur et nous verrons dans la procliainr srciion les strategies utilisees 
lors du design du bioréacteur pour contourner ces obstüçles. 
2.4 LES DESICNS DE BIOREACTEL~RS 
Le design du bioréacteiir est de première importance. Pour hvonser la production et 
ainsi augmenter la reniabilitk des operations. I r s  racines chevelues doivent S-tre 
cultivées dans des bioréacteurs de grande taille. Les racines elles-mémes présentent un 
défi unique en tant que structure tilarncnteuse. entrelac& et distribuée de Façon non 
homogène dans le bioréacteur. Les principales difficultCs proviennent de l'inoculation. 
de la densité du lit de racines. de la ~Cdimcntation rapide des racines dans le liquide. de 
la sensibilité des racines par rapport aux forces de cisaillement et de la prise 
d'échantillon représentatif de racines gui est impossible. Le défi d'un design de 
bioréacteur est de fournir simultanément des nutriments dans la phase liquide et de 
l'oxygène dans la phase gazeuse. 
La première difficiilté énoncCe est I'inoculûtion des bioréactrurs. C'est une étape de 
première importance qui influence la qualité de la distribution des racines pendant la 
culture. Une bonne inoculation doit assurer une ripartition de I'inoculum dans 
l'ensemble du volume du bioréûcteur. Pour les bioréacteurs submerges. la difficulté est 
moins grande parce qu'il est plus aisé de disperser l'inoculum de façon homogene dans 
le milieu de culture. Mais pour les bioréactcurs non submergtis. une solution consiste 5 
accrocher les racines préliminairement à l'inoculation 6 des supports de culture. Une 
autre solution est d'opérer un bioreacteur avec supports de culture en mode submerpç 
pendant les premiers jours de culture pour permettre üiix ncinrs de s'accrocher et 
ensuite d'adopter un mode non submerge (Ramakrishnün rr id.. 1994). 
Une culture trop dense peut conduire ii des limitations en o'cyi$n.nr: et en nutriments. 
entraînant des problémes de transfert d'oxygène qui peuvent conduire à une pcrtc de 
productivité et possiblement à la lyse des celIules. U n  transfert d'oxygi.ne adCquat peut 
étre très difficile à obtenir car les conditions à Iœint6rieur des ornas de racines peuvent 
6tre très différentes des conditions dans le liquide ambiant. L'oxygène est un des 
nutriments les moins solubles dans l'eau et risque donc de devenir le substrat limitant. 
. 
A cause de la couche limite qui se forme à la surface des racines submergées ou 
mouillées. le transfert d'oxygène est fonction de la vitesse d'ecoulement du liquide et 
de la pénétration de courants convectifs à l'intérieur des amas de racines. Une Façon 
d'hiter ce problème peut être l'installation de plusieurs points d'alimentation 
d'oxygène dans le bioréacteur (Kwok a Doran, 1995). 11 pourrait aussi Ptre tentant de 
tout simplement au-menter la vitesse d'écoulement du liquide a h  de contrer les 
limitations de transfert. Cette option doit Ztre prise awc prudence car Clitaka rt trl. 
( 1  997) ont montré que des vitesses d'Ccoulement de liquide relativement i l ed r s  ont un 
effet nCgatif sur la croissance de racines de Belci wiyciris. à cause du dommage cr6é sur 
les zones de croissance des racines par Ir haut niveau de cisaillement. 
II semble que la configuration du bioréncteur et l'cspéce Je racines utilis6r soient des 
paramktres très importants pour Io culture de racines transhrmks. Certaines espZccs 
sont insensibles aux difftirrnces de desien des bioréacteurs alors que d'autres r6pondent 
positiwment à certaines formes de bioréacteurs (Whitney. 1992). Nuutiln et 'il. ( 199-1) 
suggerent que l'effet des forces de cisaillement sur les racines est fonction de I'esp2cr 
de racine utilisée. Lc mode de culture doit donc Ctre bien choisi. d'autnnt plus qu'une 
alimentation liquide brouillard peut Ctre plus favorable qu'un mode submergé pour la 
production de certaines substancrs (Weathers et uL. 1998). 
De plus. certaines limitations du mode submergé ont Cté relevées pour la culture de 
mines. hlcKelvey et ai. ( 1993) laissent supposer que I'utilisation de bioréacteurs 
submergés devra etre limitée j. des cultures peu denses à cause du fait que les zones 
requérant le plus d'oxygéne sont aussi les zones présentant la plus grande résistance à 
I~écoulernrnt. Pour Carvalho et Curtis (1998), il semble peu probable que des cultures 
à forte densité puissent être obtenues par des bioréacteurs en mode submergé sans de 
très fortes limitations en oxygène. 6 cause de l'énergie très importante qui doit être 
dçpensée pour créer les pertes de charge suffisantes pour fournir l'oxygène ntcessaire. 
I l  semble aussi que les racines compensent mieux une mauvaise distribution de liquide 
qu'une mauvaise distribution d'air grâce au transport vasculaire (McKelvsy et d. 
1993). 
2.4.1 Supports de culture 
Les supports de culture sont utilisés dans plusieurs bioréacteun pour favoriser une 
distribution des racines dans tout leur volume et kviter la formation d 'mas  tres denses 
de racines qui nuisent au transfert d'osygene. Une grande diversite de support est 
ernployke : mousse de polyuréthane rAiculée ( T a y  et ol.. 1989). support de grillage de 
ny Ion (Weathers zt 01.. 1989: DiIorio 1992: Chattcrjee et cri.. 1997). billes de verres de 
3.5 mm de diamètre ( Whitney. 19%). sphères en mailles métalliques (pour le th6) ( Yu 
et 1 .  199-0. gmissnçc pour distillation (Rmakrishnan et td. .  1994: C a ~ d h o  et 
Curtis. 19%). picots de ti l  de fer barbe16 installés en chaîne (Wilson. 1998). 
2.4.2 Bioréacteurs agités mécaniquement 
Les tlacons agités fournissent un assez bon rendement en biomasse et en production de 
métabolites secondaires. Les cultures en flacons agités ne sont pas appropriées pour 
l'optimisation et le contrôle continu des conditions de culture. et impossibles à mettre à 
l'échelle. Ce sont souvent des systèmes modèles pour la comparaison des rendements 
des autres designs de bior6açteurs. Les flacons agités sont utilisés pour les sous-cultures 
et leurs racines servent d'inoculum pour les bioréacteurs. 
Les bioréacteurs agités posskdent un système d'agitation à pales ou à hélices qui 
remuent directement le milieu de culture. avec souvent un s y s t h e  d'aération par 
bullage en bas de teacteur (voir tigure suivante). 
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Figure 2-1 Bioréacteur agité i pales avec aération 5 In base (Kondo et ni.. 1989) 
I I  a etti observé la prisence d'irrégularités dans des cultures dues aux m a s  de racines 
en croissance. ce qui pourrait expliquer les mauvais résultats de ces cultures (Taya et 
cd. .  1989). Un exemple plus réussi montre qu'à l'aide d'un bioréacteur à pales de 1 L. 
une culture avec un inoculum de 2 y WW de .Ij,cgn reptans et du glucose comme 
source de carbone. a permis d'obtenir une biomasse de 27.2 g ~ - '  DW en 39 jours de 
culture (Uozumi et al.. 1993). Dans cette culture. il 3 aussi kté observe qu'il y a de 
fortes probabilités d'endommager les racines par la rotation des pales ou par les forces 
de  cisaillement. ce qui cause la formation de cals ainsi qu'une désorganisation des 
racines provoquant une diminution de la production (Hilton et Rhodes. 1990: Kim et 
Yoo. 1993: Nuutila er cil.. 1994). U n  moyen pour iviter cet endommagement est de 
séparer les pales du volume de culture par un grillage (qui sert aussi de support de 
culture). De cette façon. une culture de Dmrclis corora a produit une masse de 10 g ~ - '  
DW à partir de 0.2 g DW d'inoculum pour 30 jours de culture dans un bioréacteur de 1 
L (Kondo et <r i . .  1989). Le bon rendement peut h re  dû au fort transfert d'oxygène qui 
est produit dans ces bioréacteurs (Kondo et al.. 1989). Une culture de Datwo 
strcirnoniirrn a produit une masse de 2-18 g W W en 37 jours de culture ( 17.7 g ~ '  dans 
un bioréactrur de 14 L) à partir de 40-60 g WW d'inoculum (Clilton et Rhodes. 1990). 
L'instrtllation d'un grillagr: tubulaire sur toute la hauteur du riacteur dans Iri zone au- 
dessus des pales amdiore la croissance et la bonne distribution dans Ir bioréacteur 
(klurrinrika et ul.. 1993). Dr cette hpn.  une masse de 84 y WW de Dtrhoisilr 
leichhurdrii est obtenue en 16 semaines dans un bioréacteur de 0.6 L inoculk avec 10 g 
WW de racines. Un probleme risque de survenir lorsque la concentration en racines 
devient plus importante. En effet. les racines couvrent alors toute la grille ce qui bloque 
le passage des bulles et conduit à une carence en oxygène (Kim et Yoo. 1993). 
Dans le tambour rotatif les racines sont submergées dans le milieu qui est mélangé par 
la rotation du bioréacteur. L'aération est assurée par l'oxygène de surface qui dimise 
dans le liquide (voir tigure suivante). 
Air out 
Figure 2-2 Bouteille rotative (Kondo et uL. 1989) 
Le principal probkme de ce bioréacteur est que les racines ont tendance i coller aux 
parois pour ensuite retomber lorsqu'elles sont hors du liquide. ce qui les endommage. 
Une façon d'iviter ce p rob lhe  est de coller une feuille de mousse de polyurétane sur la 
paroi. Les racines s'y accrochent et croissent d'environ II g ~ * '  DW à partir de 0.2 g 
D W d'inoculum de Duiiczrs curotrr pour 40 jours de culture dans un biortiactttur Je I O L 
(Kondo et [il.. 1989). Ce bon rendement peut être attribui au fort transfert d'oxygène 
produit par ce type de biorerictrur (Kondo et trL.  1989). 
Dans les bioréacteurs agités horizontalement. les forces de cisaillement moyennes sont 
moins importantes que dans les bioréacteurs agités par pales. L'oxy&nr nécessaire est 
fourni par ichange sur la surface libre du milieu (voir figure suivante). Pour des 
vitesses de rotation supérieures à 120 rpm. il est possible que les tissus soient abîmés à 
cause du stress hydrodynamique trop important (Honda et al.. 1997). Cette 
configuration est particulièrement sujette à des limitations de transfert d'oxygène. 
Figure 2-3 Bioréncteur agité horizontalement (Monda et trl.. 1997) 
2.1.3 Bioréacteurs h air forcé 
Lü colonne 6 bulles est un bioréncteur comportant un ratio hauteur sur diamitre élevé. 
Le mtlange est obtenu par le passage de bulles créées par un distributeur place au bas 
de 13 C O ~ Q M ~ .  
Figure 2-4 Biurércteur B bulles (Kwok et Doran. 1995) 
bfcKcilvey et C I / .  (19%) suggèrent que la cdome à bulles peut limiter séverement ]ri 
croissance cause du gaz circulant par chemin préfiirentiel et du mélange de liquide 
affaibli. Ils montrent que la faible croissance n'est pas due à I'enlivement du CO2 par 
les bulles (le COz etrint un stimulateur de croissance pour les racines) ni au cisaillement 
causé par les bulles. Liu et al. (1998) ont observé une formation d'amûs de racines qui 
se déposent au fond du bioréacteur et poussent vers le haut. 
Une ICgère modification de cette contiguration consiste en I'utilisation d'un support de 
culture. Des grilles en acier inoxydable disposées en étages sur toute la hauteur du 
bioréacteur est un type de support qui aide les bulles à circuler même pour des 
concentrations en racines élevées. ce qui permet de conserver des kLa élevés. Une 
concentration en racines de 20.9 g~'' DW de Dmcirs cureta pour 25 jours de culture 
est obtenue dans un bioréacteur de 2 L utiles (Kim et Yoo. 1993) par cette méthode. De 
plus. cette contiguration permet d'augmenter l'espace disponible pour la croissance et 
augmente le nombre de points actifs de croissance. Liu et r i / .  ( 1998) ont ainsi obtenu 
des cultures homogènes de 24.8 g . ~ - '  DW dans leur bioreacteur de 2.5 L avec 4 y WW 
d'inoculum de racines d'.-lrrenti.siii mmro en 10 jours. 
Niiutila et d. (1994) ont essayé ciifferentes moditications du bioréacteur afin 
d'augmenter Ir: transfert. soit par l'ajout d'une recirculation du milieu par une pompe ou 
par l'ajout d'lin mélange mCcanique par des pales. Ces moditications ont eu pour effet 
d'augmenter les brces de cisaillement ~iuxquelles Cihirmrlitis rosriîs est très sensible 
et de très mouunises croissances ont Pt6 observées. Ces modifications pournient quand 
mzme etre utilistics sur d'autres especes de racines moins sensibles. 
24.3.2  BiorL;cictrtrr gtcosiplron 
La contiguration gazosiphon est très similaire j. la colonne à bulles avec pour différence 
que la circulation du liquide est dirigée. Un cylindre est placC nu centre du bioréacteur. 
par lequel les bulles poussent le liquide vers le haut. qui redescend ensuite de l'autre 
côté. 
Figure 2-5 Bioréxteur gazosiphon ( Hong d. 1 989) 
I l  est observe que les mines sont espuls2es hors du milieu i cause des bulles. ce qui 
poumit expliquer les mauwis risuliiits des cultures ( T a y  rr d. .  1989). II est tout de 
meme possible d'obtenir des cultures de 10 g - ~ - '  DW pour 0.2 g DW d'inoculurn de 
Dnircirs r.tirotu pour 50 jours de culture dans un bioréacteur de 1 L (Kondo et cil.. 1989). 
Un gazosiphon (2.5 L de volume utile) avec de l'air bulle sur toute la hauteur du 
bioréacteur et 3 étages en grillage a donne une croissance homogène de 26.8 g - ~ - l  DW 
en 20 jours avec un inoculum de 4 g WW dm.-lrtrrnisiu trnnzru (Liu ri c d . .  1998). 
L'immobilisation des racines sur de la mousse en polyuréthane (Taya et uL. 1989) 
donne I I  g~'' DW de .4rmorocia nrsticctnrr pour 31 jours de culture dans un 
biaréxteur de 0.3 L utile et un inoculum de 0.3 ii 0.5 g~'' DW. L'utilisation d'un 
support de culture en mousse de polyuréthane a permis d'augmenter la croissance de 
jOoh dans un autre bioréncteur (blunnaka ri al.. 1993) et de mieux distribuer les 
racines pour ainsi augmenter la production de métabolites secondaires de 1 00%. Ainsi, 
un inoculum de 30 g WW de Dtrboisicz kichhtzrcllii dans un bioréacteur de 3 L permet 
d'obtenir une masse de 420 g WW en I Z  semaines de culture. 
2.14 Bioréacteurs 3 liquide circula nt 
Le bioréacieur à convection forcée comporte lin résenoir où le milieu est enrichi en 
oxypne par bullage ri un tube où les racines poussent sur des supports de culture. La 
circulation du tluide est forcée i travers le lit  de racines par le pompage du nouveau 
milieu par le bas du bioréacteur (voir tigure suivante). Le biorcnctwr est d'abord opérC 
en mode colonne i bulles pour permettre l'accrochage des racines sur les supports de 
culture. De très bonnes densites de racines sont obtenues avec ce type de biorçacteur : 
un inoculum de 8 g WW donne 25.3 g . ~ - '  DW en 30 jours de culture de f!ros~yrnzrs 
rnzrricirs dans un biorèacteur de I I  L. presque deux Fois plus que le contrôle en mode 
colonne à bulles seul (Carvalho et Curtis. 1998). De plus i l  est montré qu'une même 
masse de racines consomme environ 3 fois plus d'oxygène dans ce type de bioreacteur 
que dans un colonne à bulles. laissant croire que dans une colonne d bulles. les racines 
nuisent au transfert d'oxygène en favorisant la coalescence des bulles. 




Figure 2-6 Biorércteur à convection forcée (Cûwdho er Curtis. 1998) 
Le bioréacteur ruisselant ou i percolation est un type de r6ncieur ou le milicu percolc ii 
travers un lit. puis est circulé et pulvérisé en gouttes de 10 Pm i 1 mm au dessus d'une 
colonne de racines (figure 2-7). C'est une configuration qui permet un bon contact du 
milieu avec les racines et de mSme qu'avec la phase gazeuse pour assurer un 
renouvellement de l'oxygène à mesure que le milieu s'en appauvrit. De plus. puisque la 
phase principale est gazeuse. la croissance risque moins d'être limitée en oxygène. I l  
s'ngit d'une contiguration simple qui nécessite peu d'knergie. McKelvey ri id. ( 1993) 
montrent qu'il est possible d'atteindre des croissances compmbles à celles des cultures 
en tlacons agités et que cette con@uration serait indiquée pour la mise à I'écheile. à 
conditions qu'il y ait une bonne distribution du liquide et des racines dans le 
biorkncteur. Ils obtiennent une masse de 1.09 g DW dans un bioréacteur de 250 mL 
avec un inoculum de 26 mg DW de racines d'Hyoscyamzrs rnlrti~ws en 18 jours de 
culture. Pour le bioréacteur goutte i goutte (goutte un peu plus grosse que par une 
pulvérisation). une airation contre-courant et 5 étages en grillage. un volume de  I L  
donne Ies memes croissances que pour des tlacons agités avec une masse de  135 g de 
Drirmi strnmonilirn en 50 jours de culture (Holmes rr cil.. 1998). Par contre. les gouttes 
très tinrs sont à favoriser car elles augmentent le contact entre les racines et les 
nutriments. le cas contraire entraînant une limitation de croissance à cause du manque 
de nutriments (Nuutilri et td., 1997). 
Nr 
Figure 2-7 Bioréacteur ruisselant (Singh et id.. 1994) 
Afin d'obtenir une bomr distribution des racines (et par le fait mème du liquide) dans 
le bioréacteur. l'utilisation d'un support de culture est un choix judicieux. Selon Taya et 
(11. (1989) la culture sur une mousse en polyuréthane ne donne pas une bonne 
croissance. sans pouvoir en expliquer ia raison. Un autre essai avec des billes de verres 
(3.5 mm) donne une croissance supérieure à un système en mode submergé et donne un 
rendement equivalent aux cultures en flacons agit& (Whitney. 1992). Une masse de 
58.9 g WW de iVicorionu tczbrxctim est obtenue à partir d'un inoculum de 55 mg en 28 
jours de culture. Par contre. la récolte s'est avérée dificile car les racines adhèrent aux 
billes de verre. Dans une colonne de 2.5 L d 3 points d'alimentation en gaz 
unifonnement répartit sur la hauteur du bioréacteur et 4 points d'inoculation (support en 
grillage). une concentration de 9.9 g - ~ - '  DW est obtenue à partir d'un inoculum 
d'.-lrropu beilirtlonncr de 0.06 g ~ - '  DW pour -13 jours de culture cuvée (Kwok et Doran. 
1995). 
Pour favoriser I'üccrochrigc: des racines sur les supports de culture. une strategie est 
imaginÇe par Ramaknshnûn rr id. (1994). Ln culture est Jnbord operit. en mode 
submergé. de type colonne à bulles et lorsque les ncines sont bien accrochtks nu 
support de culture. le milieu est draine et le bioréacteur est opér6 en mode ruisselant. I I  
est peu probable que les problèmes habituellement relies au mode subrnergk 
apparaissent ici car ils surviennent lorsqu'il y a une grande concentration de racines. ce 
qui n'est pas le cas en début de culture. II  est possible que. lors d'une mise à l'échelle. 
il y ait formation de chemins préférentiels dans les m a s  de racines. mais la capacité 
qu'ont les racines à transporter de façon interne par vascularisation les nutriments d'une 
zone à une autre aide à compenser ce problème hydrodynamique (McKrlvey et aL. 
1993). 
Pour IYquipe de Wilson ( 1998). ce sont les bonnes caractéristiques de croissance. Ir 
bon taux de transfert d'oxygène. la faible dilution des produits dans le milieu ainsi que 
la Facilité j. suivre la croissance par la méthode du drainage-pesée qui les a incité ii 
choisir un bioréacteur ruisselant avec support de culture comme bioréacteur pilote de 
500 L. Le support de culture est constitué de picot (petite pointe) de fil de fer barbelri 
installé en chaîne. Après 40 jours de culture. une masse humide de 39.8 kg de racines 
de Dmrru strtimoniirm est obtenue de façon non optimale à cause de leur système de 
contrôle des nutriments non adapté. D r  plus. une très bonne distribution est obtenue. 
sans amas très dense de mines. 
Dans le bioréacteur h brume. le milieu est disperse en très fines goutellettrs (comme 
une brume) de diamètre variant de 0.01 pm à 10 pm à l'aide d'un transducteur 
ultnsonique ou d'une buze couplée à de l'air comprimé. La brume est transportée par 
un courCant d'air (voir tigure suivante). L'avantage d'un tel bioréacteur est que les 
racines sont continuellement baignées dans la brume de milieu de culture permettant 
l'alimentation en nutriments et l'enlèvement des déchets toxiques. L'utilisation d'un 
brouillard de très fines particules ainsi que d'un cycle marche-arrêt limite la formation 
de films epais sur les racines qui pourraient limiter le transfert d'oxygène. La 
principale limitation réside dans le transport et la disponibilité de gouttelettes sur Iû 
surface des racines. Il  a été montré que le cycle optimal marche-arrèt est de 5 minutes 
d'alimentation liquide. et de 6 minutes d'aération (Di Iorio et al.. 1 992). 
Figure 2-8 Bioréacteur P brume (Whitney. 1997) 
Par ailleurs. des cultures de Betlz idgwis  et C'rrrthcrniirs rinctoriirs ont montré des 
croissance équivalentes i celles des cultures en tlocons agités (Dilorio et cil.. 1992). La 
position de I'ûlimentation du milieu dans le bioréacteur est très importnnte et il semble 
que In croissrince soit meilleure lorsque Ir brumisateur se situe en dessous des racines 
(Whitney. 1992). Ceci est probablement dû au Fait que seules les très petites gouttes 
sont en contact avec les ncines car ces gouttes sont plus facilement emportées par un 
courant d'air ascendant. La croissnnce des racines obtenue est meilleure que dans un 
système en mode submergé et peut donner une croissance jusqu'à 1.16 fois supérieure a 
une culture en flacon agite. En effet, une masse de 1 27.6 g WW de i V i ~ ~ r i a n ~  tubacum 
est obtenue dans un bioréacteur de 35 L en 28 jours de culture à partir d'un inoculurn de 
37.5 mg WW. Woo et Park (1996) montrent que la disponibilité de la brume pour les 
ncines (ratio du volume de brume fourni aux racines sur le volume de brume 
disponible) augmente à mesure que les racines poussent. à cause &une plus grande 
coalescence de la brume due à l'agrandissement du réseau de racines. 
Dans Ir bioréacteur à brume modifié (0.8 L de volume utile) construit par Chattejee et 
ul. ( 1997). un brunissement des racines est observé aprcs 12 jours de culture. ce qui est 
probablement dû i un manque de nutriment. Ce problkme peut etrr résolu par une 
culture cuvCe où une alimentation supplémentaire en nutriments est faite üu douzième 
jour de culture. Les cultures d'.-lrtemisiu [ m t r r r  dans un bioréacteur de 0.8 L ont d o ~ é  
des ratio de 7.4 WW h a l e  sur WW initiale pour une durée de 24 jours. Pour Weathers 
et LI/.. (1998) 37 + B WW B m  r.tilgwi.s sont obtenues à partir d'un inoculum de 4.5 g 
WW cn 14 jours avec un débit d'air de 1500 rnl.min" dans un bioréacteur de 1.2 L 
pour 5 minutes en marche et 6 minutes j. I'arret de brouillard pour un dtibit slobal de 
liquide d e  0.19 ml-min-'. ce qui semblait tout de mCme insuffisant pour une nutrition 
nd6quate. L'ajout de CO2 lors de la culture n'augmente pas Io croissance mais diminue 
sensiblement (environ 2 jours) la phase de latence. 
La configuration du bioréacteur 5 brume n'en est donc pas encore à son design optimal. 
Woo et Park (1996) avancent même que les dimensions rniwirnales pour un bioréacteur 
utilisant l'air comme transporteur pour le milieu senient de 2 3 3 dm' avant d'être 
limité en nutriments. Ils considèrent donc ce type de bioréacteur non adéquat pour la 
culture rapide de racines dans un but de production. puisque l'alimentation nécessaire 
en nutriment pour favoriser une croissance rnavimale est limitée lors de la mise à 
l'ichelle par les problèmes reliés auu dibits d'air requis. La croissance maximale qu'ils 
ont réussit à atteindre dans un bioréacteur de 5 L à partir d'un inoculum de 3 g WW est 
de 9.29 his I'inoçulurn en 25 jours. comparativement a 21.4 pour les cultures en 
Hacons de &sq~~r~nzrs nigrr non transformées. 
2.4.5 Comparaison des designs de bioréacteurs 
A t h  de rassembler l'information domie  sur les differents bioréacteurs et d'en faire une 
meilleure interprCtation. le tableau suivant présente un risumti des contigurations 
6turlit;es prCddernmrnt. C'est un outil qui permet une comparaison. mais i l  est 3 noter 
que Iü sorte de rticines et Iss autres conditions de culture (sorte de milieu. &bit liquide 
et gxzçux. type d'dimentation gueuse ...) inlluenccnt aussi Ia performance des 
biorbcteurs. 
La croissance apparente est calculée en prenant la diffirence entre la masse humide 
tindr et In massc humide initiale. divisée par le temps de culture et le volume du 
biorkûcteur. Le rapport de la masse sèche sur la masse humide est le meme pour tous 
Ics cas et i l  est estirni i l j  g DW/ g WW. 
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Les points marquants des contigurations de bioréacteurs sont ici résumées. Les 
supports de cultiire favorisent une bonne distribution des racines et sont utilisés par un 
très grand nombre d'auteurs. Les limitations des bioréacteurs en mode submergé ont 
d é  knoncies par McKelvey rt al. ( 1993) et par Carvalho et Curtis ( 1998) : création de 
chemins prt5f'rentiels. demande en 6nergit: devie  pour fournir I'oxygéne aux racines. 
limitation 5 des cultures peu denses car les zones de carence en oxpgt.ne sont aussi 
celles de résistance 3 I'icoulement. Due i la grande sensibilite des racines aux forces 
de cisaillement. les gros debits de liquide ainsi que les actions mkcaniqurs trop intenses 
sont i Cviter. Quant aux bioreacteurs ruisselants. ils hvorisent un bon contact avec le 
milieu de culture et le gaz. 
Les données du tableau montrent que les meilleures croissances apparentes ont été 
obtenues par Liu et (11. (1998) dans une colonne j. bulles et dans un guosiphon. avec 
comme support de culture 3 grillages. II  est à remarquer que de si bonnes croissances 
sont obtenues dans un petit b iorkteur  (2.5 L). et qu'il est peu probable que de telles 
croissances seraient possibles dans de plus grands bioréacteurs. à cause de ce qui a été 
dit précédemment. 
Les croissmcrs apparentes observées dans les bioréacteurs ruisselants à gouttelettes et à 
brume ne sont pas très élevées. malgré le grand potentiel de ces configurations. Les 
recherches dans ce sens étant très nombreuses. il est fort probable que d'ici quelques 
années cette situation sera différente, 
2.5 DISTRIBUTION DE TEMPS DE SEJOC~R 
Les mesures de distribution de temps de séjour (DTS) doivent etre effectuées pour 
déterminer les temps moyens Je résidence des bioréxtrurs. afin de valider que les 
modèles de mélange dtiveloppés lors du design retlètent bien les conditions réelles 
d'opération des bioréacteurs. Ils sont aussi utiles pour quantifier les non-idealités des 
bioréacteurs. soient les zones stagnnntes et les chemins pr6fiirentiels. Ces informations 
peuvent souvent guider des moditiçations dans Ir design des bioreacteurs. Mais 
surtoiit. les DTS senment ii comparer di fferentes conditions opératoires. 
Plusieurs paramttrcs sont inttiressants pour comparer les di ffiirents DTS. Le temps de 
melange est dtitini par Russell et trl. (1994) comme i-tant le temps requis pour que la 
concentration du traceur diminue à un dixierne de I'cimplitude de la premiere cr&c de la 
réponse impulsionnr 1 le. Un autre parrim2tre util is6 pour cmctiriser le mdangr est 
l'amplitude de Iri premiPrr: crete. L'analyse Je la variance d'une distribution de temps 
de séjour permet de mesurer I'etendue de la deviation par rapport à un 6coulernent ideal 
de type piston. 
L'hydrodynamique des colonnes à garnissages opérées en mode ruisselant a été très 
6tudi6e. Le premier modéle utilisé pour crirûct&iser IYcoulement dans ce type de 
réacteur est le modèle de dispersion miale. Charpentier ei ul. (1971) et hIicheIl et 
Furzer (1972) ont montré que ce modèle est inadéquat pour donner une représentation 
satisfaisante de I'écoulement. Un second modèle développé par Hoogendoom a Lips 
(1963) tient compte de la présence d'un liquide stagnant parfaitement mélangé qui 
ichange lentement avec un liquide dynamique à icoulement piston. Mais ce modèle ne 
prend pas en considiration la dispersion axiale qui a lieu dans le liquide dynamique. ci: 
qui a kt6 fait par le modkle de Van Swaaij rt ul. ( 1969) et Bennet et Goodridge (1970). 
Un autre modèle. encore plus complexe. tient compte du fait que la phrisr stagnante 
n'est pas parfaitement mélmgie ( Brg rr (11.. 1996). 
Quelques exemples de caractérisation de cultures de racines transfomees par Irs DTS 
existent dans la littérature. mais ils sont peu complets et ne donnent que ires peu 
d'information sur les rnoditicntions qui peuvent sunvenir pendant les cultures. 
r .-\fin d'illustrer In siv6rit6 du probli.mt, de m4ange dans une colonne ii bulles de 15 
L avec support de culture. Ir temps de mklange n C t i  mesure pour des racines de 
Soluniun rirherosirrn (Tescione r f  d.. 1997). Le temps de milange (dtitinit comme le 
temps nticessaire pour recouvrer 9j06 de In concentration en réginie permanent) est 
passé de 1 minute lors de l'inoculation de 2 g ~ * '  WW. i 40 minutes quand la 
concentration atteint 180 g ~ '  WW. 
0 Des mesures de DTS sont faites par Ccmalho et Curtis (1998) dans un bioréacteur 
tubulaire à convection forcée avec garnissages. M i n  de comparer I'écoulrment 
dans le bioréacteur à l'écoulement piston. Ie nombre de réacteurs en sP& est dtiduit 
des mesures de DTS. Pour le bioréactrur à vide avec garnissages. iç nombre de 
réacteurs en série est en moyenne 46.9. ce qui représente un Ccoulrment piston. 
Pour le bioréacteur en culture. la moyenne est de 7.6 réacteurs. ce qui est considéré 
proche du modèle piston car 10 réacteurs en série est un faible écart au modèle 
piston (Lrvenspiel. 1972). L'étude des courbes a permis aussi d'observer des 
chemins préférentiels. La comparaison du bioréacteur 3. convection forcée est aussi 
faite avec un bioréacteur à bulles qui obtient une moyenne de 9.1 réacteurs en série. 
L'itude de l'hydrodynamique d'un biotïltre à tourbe operé en mode prrcolation a etc! 
hite par Bélanger (1994). La tourbe a une structure poreuse et elle absorbe cti retient 
l'eau qui y percole. ce qui ressemble beaucoup au comportement des cultures de racines 
transformées. L'&oulsrnent dans ce biortkcteur (0.05 rn de diamktre et 0.30 m de 
hauteur) est de type piston avec dispersion axiale et le nombre de Pklet est de l'ordre 
de 10 à 30 ce qui correspond à une dispersion moyenne. De plus. Jeux regimes 
J'écoulcmrnt ont etti détectés : ii faible vitesse. le liquide s0Çcoule dans les &_rats des 
particules de tourbe et à plus grande vitesse. le liquide s'koule entre les agregats 
solides et peu de liquide pénktre les agrégats ( Karamanev el cil.. 1 904). 
2.6 TRANSFERT D'OXI~CENE 
Pour le design de bioréacteurs dédiés à la culture de cellules de plantes. Ir transfert 
dooxygène est un des facteurs les plus importants à considérer (Kondo ei ci[.. 1989). 
Les racines chevelues sont hétérotrophes. Cr sont des organismes qui respirent et qui 
dipendent de I'oxygène pour générer de Iënergie et d'autres fonctions mtitaboliques. 
Le taux de croissance des racines chevelues ainsi que 13 production de certains 
métabolites sont donc fortement dépendants du taux de transfert d'oxygène. 
Les mécanismes de  transfert d'oxygène de toutes plantes sont principalement la 
diffusion provenant du sol et le transfert provenant de ses parties aériennes. Pour les 
racines chevelues. le mecanisme de transfert dominant est donc 13 ditTusion. La 
structure même de la racine est la première résistance au transfert et elle est peu 
contrôlable (tigure 2-9). La consommation d'oxygène se fait surtout dans le cortex ooii 
la concentration est devée alors que la partie plus interne de la racine sert au transport 
des nutriments. La deuxième résistance au transfert provient de la couche limite à la 
surface des racines. présente à I'inténeur de chaque amas de racines. M h e  si In 
culture en mode non submergé est entourte d'air et ne baigne pas dans Ic liquide. une 
couche limite est tout di: meme prksente. assurant le maintien des racines humides. Un  
facteur important intlurnçmt l'ipaissrur de la couche limite est la vitesse de drainage 
du lit. Pour des biorhcteurs sans m6canisme d'agitation. i l  peut Ctre difticile de teduire 
la couche limite. Une troisième résistance au transfert peut provenir de la rksistance 3 
la convection dans les 'mas de racines. 
R 
Radius 
Figure 2-9 Profil de Ir concentration en oxygène dans une  racine de rayon R avec 
un cortex poreux. Cs est la concentration en oxygène ù 13 surface de la racine; AC 
est le déficit total en oxygène i travers le rayon  de 1. racine. (Yu ei id.. 1998) 
Plusieurs wxnples montrent à quel point Ir transfert d'oxygkne est important pour la 
croissance des racines. Il est observe par Yu ci al. ( 1991) qu'aucune croissance n'ri lieu 
lorsque Ir niveau d'oxygène n'est qu'à 5096 de I'air sature. mais que la croissance 
aubprnte A mesure que la concentration en oxygène dissous se rapproche de 100°h. 
Pour des racines en tlacons agités, une alimentation en oxygène de  l500/0 par rapport a 
l'air saturé a kté efficace pour augmenter la croissance des racines. signifiant qu'il y a 
des limitations en oxygéne même pour le système modèle qu'est le Hacon agité (Yu et 
al. 1998). Dans une colonne à bulles de 2.5 L à 3 points d'alimentation en gaz répartis 
sur toute la hauteur. des cultures de .-liropa belluclonria ont montré que le niveau 
d'oxygène diminue progressivement de 100% à 40% en 13 jours de culture dans la 
section supérieure du biorkacteur (Kwok et Doran. 1995). 
D'autres travaux montrent aussi que la convection est essentielle à l'intérieur des amas 
de racines car la diffusion seuls est insutlisante pour assurer une alimentation suftisante 
en oxygént: (Cmnlho et r d . .  1998). Par exemple. pour un mas de racines dooignon non 
tnnsform6es de 2.6 cm avec une densite de biomasse de 0.32 g m ~ "  WW. i l  Fiut une 
vitesse de liquide h 1'exti"rur de l 'mas de 1 c m d  pour Climiner la restriction (Prince 
et d. 199 1). D'aprks Yu et Doran ( 1994). les valeurs de Pe obtenues indiquent que la 
convection est le mtkanisrne dominant plutôt que la difhsion lors du transfert 
d'oxygéne dans les amris de racines. m h e  pour de f~.rtes densites. Ils montrent ciussi 
que le niveau d'wyyene j. I'intirieur des amas de racines diminue sipniticativcment 
avec l'augmentation de la drnsitii des amas de racines et la diminution de 13 vitesse 
d'écoulement du liquide (tigure 1-10). De plus. ils montrent que le niveau critique 
d'oxygénr i I'trstirieur des m a s  de racines est de 90 5 10016 de l'air sature pour 
favoriser In croissance. 
Figure 2-10 Concentration en oxygène dissous ii l'intérieur d'amas de racines en 
fonction de la vitesse superficielle et de In densité des amas de racines (Yu et Donn. 
1994). 
D'une façon plus précise. il existe une concentration d'oxyghr critique en dessous de 
laquelle le taux de consommation d'oxygène diminue. impliquant une activité 
métabolique limitie des cellules. Kessel et Car (1972) ont identifié une concentration 
üoxygene critique pour des cellules de plante en suspension de I'ordre de 16 à 20%. 
Pour maintenir les cellules à l'intérieur des racines au-dessus de cette concentration en 
oxygène. il faut des concentrations bien plus grandes à cause du gradient dans les tissus 
de la racine. Un essai est fait avec un petit bioréacteur submergé 6liminant les couches 
limite autour des racines et où le taux de consommation d'oxygène est mesuré. I I  
s'avère que pour les racines d'iltropa helladonnci. la concentration en oxygène doit être 
à 1 10-120°/o de la saturation de l'air dans des conditions sans couche limite pour Stre au 
dessus de la concentration critique (Yu et i d .  1998). 11 faut en conclure que les racines 
chevelues risquent d'Stre limitées en oxygène et nécessitent une mithode pour 
am4 iorer le transfert d'oxygène. 
Une de ces méthodes. qui fonctionne très bien pour les suspensions de crllules. est 
I'utilisûtion de pertluorocnrbone qui augmente Ir transfert d'oxygène gaz-liquide (la 
solubilitk de l'oxygène est augmentée de 20 fois) (Ju et ol.. 199 1 ). Pour les cultures de 
racines trnnsformt!ts. cette méthode n'améliore pas signiticativement leur croissance. ce 
qui montre que la résistance au transfert provient essentiellement du transfert liquide- 
solide dans ce cas (Kanokwarce et Doran. 1998). 11 est donc important de d6velopper de 
nouvelles methodes pour amdiorer Ir transfert d'oxygéne. comme celle qui consiste 
injecter directement l'osygkne dans Ies amas de racines. Une aération de la culture est 
obtenue wec succès par I'introduction de tubes microporeux en polypropylène j. 
I'intérittur des amas de racines. Ces tubes sont installés rivant la culture sur des fils 
métalliques juste au-dessus de la zone d'inoculation. ;\ mesure que le lit grandit. les 
tubes sont entourés de racines qui ne bouchent pas les pores grâce à la caractéristique 
hydrophobe du polypropylène. Cette méthode améliore significativement la croissance 
lors de la seconde partie de la culture, lorsque le lit est plus dense. Combinée à une 
methode de bullage conventionnelle. la croissance est améliorée jusqu'à 65% au même 
débit de gaz total (Kanokwaree et Doran, 1998). 
L h  autre paramètre important qui affkcte le transfert d'oxygène est la morphologie des 
mines. En condition de limitation en nutriments. i l  arrive souvent que la formation de 
poils absorbants augmente atin d'améliorer la surface d'échange. S'ils deviement 
abondants. les poils peuvent 6tre néfastes à cause de la présence accrue de couches 
limite stagnantes qui pcuvent entraîner des problèmes de transport d'oxygène (Carvalho 
C r  trL. 1998). 11 est donc préferable de limiter le plus possible la formation de poils 
absorbants par un milieu de culture adéquat et mème de choisir dés le dtibut des racines 
avec peu de poils absorbants. 
Une façon de mesurer l'importance du transfert d'oxygène consiste i mesurer Ir 
coefficient voliimétnquc global de transfert d'oxygène (kLa). Plusieurs méthodes 
existent pour ce faire. mais deux méthodes sont largement utilisees : l'absorption de 
l'oxygène Jans Ir liquide (Goto et Smith. 1975) et la disorption de I'owgi.ne dans le 
liquide (Goto rr c d .  1975 et Reiss. 1967). 
Bélanger (1994) montre que le taux de transfert d'oxygène dans un biofiltre à tourbe est 
dPcrit par l'equation suivante lorsque le gaz alimenté a une concentration en oxygène 
différente du liquide alimenté au bioréacteur : 
où Q : &bit de liquide. C, : concentration en oxygène à la position z. C* : concentmtion 
en oxygène à l'équilibre à une certaine pression partielle dans le g a z  kLa : coefficient 
wlum&rique global de transfert. A : section tnnsversalr. z : position longitudinale. 
Cr bioti l tre est un biorthcteur ruisselant dont I'hydrodynamique suit un modèle 
d'Ccoulernrnt piston. En tenant compte des effets de bouts. le coefticient de transfert 
d'oxygene est obtenu par : 
oii FIiit : hauteur du lit. Cc. : expérience faite avec une colonne vide. sans biotiltre. C, : 
cxporience hite en presence de bio fil tre. 
Gr5ce à plusieurs rspCricnces. Bdanger trouve une Cquation empirique qui relie le 
coefticient de transfert d'oxygène aux diffërents debits liquide et gazeux. et qui ne varie 
pas avec In hauteur. le diametre et le gaz utilise : 
où a = 0.20. p = 0.65. c = 0.37. U, : vitesse superticielle du gaz. Ut : vitesse 
superticielle du liquide. 
CHAPITRE 3 - MJWIRELS ET MIFIMODES 
Ce chapitre présentant le matériel et la méthodologie utilisés est traité en six sections. 
La première porte sur la façon dont le matériel biologique est préparé et entretenu. Le 
deuxième expose la méthode utilisée pour parvenir au choix d'un système modèle 
inerte capable de simuler le comportement des racines de carotte. Viennent ensuite les 
descriptions des essais hydrodynamiques et de transfert d'oxygène, en troisième et 
quatrième section. La cinquième section présente les bioréacteurs et les cultures. 
Enfin, le chapitre se termine par la description des méthodes analytiques. 
3.1 MA-RIEL BlOLOCf QUE 
La transformation des racines par la bactérie Agrobacierium rhizogenes se fait par 
l'intégration d'un segment d'ADN (Ri T-DNA) du plasmide Ri  (inducteur de racines) 
dans le génome de la plante, ce qui induit la prolifération de racines adventives sur le 
lieu de la transformation, Les cultures de racines transformées de D a u m  carota sont 
repiquées en transférant tous les mois environ 1 g humide de racines (WW) avec 80 ml 
de milieu White modifié (Bécard et Fortin, 1988) dans un flacon Erlenmeyer de 250 ml. 
Les flacons sont agités à 120 rpm en présence continue de lumière et la température est 
maintenue ii 23 * 1 OC. 
Pour obtenir des racines de carotte mycorhizées, des spores de Glumur in~aradices 
Schenck & Smith sont mises en contact in vitro avec les racines de carotte Dmcus 
carota. Les premières cultures mycorhizées ont d'abord été produites à partir de spores 
isolées du sol comme décrit par Chabot et trl. ( 1992). En laboratoire. les racines sont 
préparées dms des boites de Petri en plastique de 9 cm de diamètre. Un  morceau de gel 
de 1 x 1 .u 0.5 cm contenant des hyphes et des spores produites lors de cultures solides à 
7 compartiments (St-Arnaud ef cil.. 1996) est d'abord placé avec 0.5 g WW de racines 
produites en flacon agité. dans 20 mL de milieu h.1 (Bécard et Fortin. 1988) liquide pour 
trois mois de culture à I'obscuritti et i 26 OC. .-\vant inocu1;ition. Ies boites de Pétri sont 
observees au microscope atin de vkitirlr la présence de spores et d'hyphes du 
champignon. Les cultures çompartimenti-es sont réalisées dans des boites de Petri à 
deux compartiments iso1i.s où les racines mycorhizi-es sont di.posées dans un des 
compartiments. Les hyphes de champignon sont capables de passer Jans l'autre 
compartiment et d'ainsi coloniser le gel par des spores. 
3.2 C ~ I O I X  DU SYSTÈME MODELE NON t'lVANT 
De nombreux essais sont necessaires pour caractériser I'hydrodpnnmiqur d'un lit de 
racines de carotte et les cultures sont longues (3  mois) et complexes tàce au maintien de 
la stérilité. II est donc indispensable de remplacer les racines par un modéle non vivant. 
Les critères de sélection de ce systerne modèle sont les caractéristiques hydrostatiques 
et hydrodynamiques du lit. et le comportement de l'écoulemrnt. Les valeun 
numériques des critéres doivent etre t!quivnIents à celles d'un lit de racines 
transformées. 
Au niveau des propriétés hydrostatiques. des tests sur Ics rétentions gazeuses et liquides 
statiques en mode submergé sont développés. Un test sur la perméabilité permet de 
comparer les matCriaux au niveau hydrodynnmique. Comme autre criteri: de sdection 
du mathriau. sa porosité ne doit pas diminuer au cours du temps. c'est-à-dire qu'il ne 
doit pas y avoir compaction du matériau lorsqu'il est gorgé d'eau. De plus. ce matériau 
doit préErablement étre non vivant afin de faciliter les operations en mode non stérile 
et i l  doit Stre globalement homogène (dans son héiérogen6itÇ locrile) a h  que sa 
similitude à un lit de racines de carotte soit reproducrible. Lors de prkcédsnts travaux. 
la luzerne üvüit 6tC utilisée comme système modt.le. mais sans suçci.s (Durnnd. 1997). 
Les maftiriaux suivants sont testes atin cl'ctre compares à un lit Je riicinrs : corde Je 
jute (no 530. forte. Lehigh). corde de sisal (no 390. moyenne. Lchigh). tabac (Drum). 
ticelle maison (no 320CA. moyenne. Lehigh). laine à tapisserie (.Anchor). Dcs 
morceaux de 10 cm sont coupés et placés sous différentes Formes : en noeud pour Ptrc 
plus compacts. ou effilochés afin de s'apparenter morphologiquement à une racine (voir 
figure 3-1). Chacun des mat&iaux est testé sous chacune des formes pour difftirentes 
densités du lit de matériau : de Iri plus petite. définie comme la masse minimum qui 
permet au lit de se tenir dans un volume donné. à la plus grande. difinie comme la 
masse maximale pouvant Stre contenue dans un volume donné. Le matinau choisi doit 
avoir les mêmes propriétés pour les 3 tests qu'un lit de racines de carotte. 
Complet S ép aré En noeud 
Figure 3-1 Différentes formes de cordes testées 
Effiloché 
Les racines uti 1 i sks  pour la comparaison proviennent de sous-cultures en tlncons 
Erlenmeyer de 250 mL. De ces racines. seuls les noyaux (les coeurs plus compactes) 
sont consrmis (voir tigure 3-2). La densitk obsemie de ces noyaux de l i t  de racines 
non CpongCrs est de 0.6 à 0.7 g r n ~ - '  WW. Le cornponrrnrnt hvdrodynnmique et Ic 
transfert d'oxygkne (méthodes dçcrites plus loin aux sections 3.3 et 3.4) au sein du 
matériau choisi sont ensuite comparés 5 ceux du lit  de racines de carotte. 
Figure 3-2 Racines utilisées pour la carrctérisrtion 
3.2.1 Propriétés hydrostn tiques 
L'évaluation des proprietés hydrostatiques du matériau en mode submergé est faite à 
l'aide des rétentions liquides et gazeuses. Elles sont obtenues a l'aide d'un montage 
constitué d'un cylindre gradué en polypropylène. perce à son extrémité inferieure et 
dans lequel une masse connue de matériau est placée dans un volume de 75 ml. En 
bouchant I'ori tïce infkrieur du cylindre à l'aide d'une feuille de parafilm tendu. de l'eau 
est ajoutée jusqu'à noyage du lit. Ensuite. le lit est draine en ouvrant rapidement cet 
orifice. On laisse s'icouler toute l'eau qui n'est pas retenue dans le lit. ce qui peut 
prendre jusqu'i 5 secondes. Ces deux manipulations permettent de Jeterminer la 
rétention gazeuse (E,) et la rétention liquide statique ( ~ 1 , )  : 
Cette rétention indique la porosité du lit. c'est-à-dire le de@ dr vide du lit. 
Elle est égale à la rétention liquide dynamique en mode submerge. 
3 Cette rétention donne la quantité d'eau piégée par les pores des fibres ainsi 
que la quantité d'eau retenue par capillarité à Ioextérieur des Libres dans Ir: lit. 
Les différents poids sont mesurés précisément à l'aide d'une balance analytique. 
3.2.2 Propriétés hyd rody na miques 
Pour évaluer les propriétés hydrodynamiques du matériau, la perméabilité est mesunie 
en mode submergé. Elle représente la rapidité avec laquelle le liquide sYcouIe dans le 
système tke. Pour ce faire. un lit de racines est soumis à diffkrentrs têtes 
hydrostatiques. variées selon une diffirence de hauteur entre les 2 niveaux d'eau. La 
figure suivante illustre le principe du montage. 
Réservoir 1 (hauteur ajustable) 
--..- Niveau d'eau 
(variable) 
De'taH I Y i 
- 
Figure 3 3  Montage permettant d'évaluer la perméabilité 
Plus précisément. le réservoir I est alimenté en eau et il  se vide dans le tube qui rejoint 
le cylindre perce contenant le lit (de 25 mL). Le trop plein d'eau est évacué dans le 
réservoir d'alimentation. Toute la tubulure entre les 2 réservoirs étant exempte d'air, 
l'eau traverse le iit et s'écoule par un second tube pour se vider par trop plein dans le 
réservoir 2. La différence de hauteur entre les 3 niveaux d'eau dome la tète 
hydrostatique. La mesure de la vitesse relative de l'eau (débit d'eau par rapport a l'aire 
du lit) s'écoulant dans le système pour différentes têtes hydrostatiques permet de tracer 
une droite dont la pente est utile pour calculer la perméabilité. La perméabilité 
s'obtient par l'équation de Darcy: 
où m : pente de la droite (vitesse relative / tete hydrostatique). A : aire du lit. L : hauteur 
du lit. a, : coefficient de rtisistnnce du montage. 
En etrectuant des essais h vide. sans lit. une nouvelle droite est obtenue et pcnnet 
d'ivaluer la constante a, qui provient de I'Cquation de Darcy pour K=O. 
où mo: pente de la droite pour le montage à vide. 
La distribution du temps de séjour est évaluée @ce à l'injection d'un traceur dans 
l'alimentation liquide en tete de bioréacteur. Le traceur choisi est de l'eau saturée en 
NaC 1. d'utilisation très facile comparativement à un traceur radioactif par exemple. 
Une faible quantitg de traceur (dans une seringue. de 0.25 mL à 0.4 mL selon l'essai) 
est rapidement injectée (impulsion) d'éviter de perturber IëcouIemcnt du liquide 
d'alimentation. Du milieu frais alimente le bioréacteur et le milieu usé (salé) est 
acheminé dans un rPservoir vide. Pour des essais en ichelon, au lieu de faire une 
injection de traceur. on change d'alimentation liquide d'un seul coup en passant d'un 
milieu saturé en NaCl à un milieu non saturé (de l'eau pure ou du milieu de culture) ou 
l'inverse. 
Une sonde i conductivitti est placie dans un support immtkiiaiement à ln sortir du 
liquide. en bas du biorktctrur. à moins de 5 cm de la sortie (le minimum possible). La 
tigure suivante prksente le schirna du support i sondes. U n  petit circuit de recirculation 
du liquide autour de la sonde j. oxygknci dissous fonctionnant à l'aide d'une pompe 
pt;ristültique (Watson blarlow). permet de garder des conditions dynamiques à Iri 
membrane favorable à une lecture fiable. On b i t e  ainsi que le liquide en contact avec la 
sonde soit stagnant ce qui fausserait l'essai. Pour les cultures. un support i sondes en 
acier inoxydable (grade 3 16) est utilisé. alors que pour les essais non stcrilrs. un 
support 3 sondes en plexiglas est utilisé. 
Sonde à 
oxygène 
Sonde à dissout 
conductivité 
Vue de côté 
Pompe de 
recircuiation 
Vue de dessus 
Figure 3-4 Support h sondes 
La courbe de la concentration du traceur j. la sortie du bioréricteur en fonction du temps 
est obtenue grkr  i un systéme d'acquisition de domies (carte d'acquisition LabMastcr 
qui  fait la conversion analogue-numkique. logiciel Labview). Parce que la quantité de 
tnceur utilisée à chaque essai n'est pas la même. chaque courbe est normalisée pour 
que l'intégrale sous la courbe soit @le 3 1 afin que les courbes soient comparables. 
Les essais hydrodynarniques avec le système modèle sont faits pour une gmrne de 
débits liquides variant de 0.1 rn~bs*' à 1 rn~-s* '  correspondant au débit minimum de la 
pompe et du distributeur de liquide et au débit m;~uimum. un peu avant noyage. Trois 
hauteurs de lit sont testées. soit 0.015 m. 0.06 m. et 0.18 m. Les essais 
hydrodynamiques en cultures sont faits au débit d'opération du bioréactrur et aux 
hauteurs de lit obtenues par la culture. 
3.4 ETUDE DU TRANSFERT D~OIYCENE 
La mesure du transfert d'oxygène dans le bioréacteur est obtenue à partir de 
I'ûbsorption et de la dCsorption du bioréacteur en oxygène. Lors d'une désorption. le 
bioréncteur est initialement alimenté en oxygène: le gaz alimenté est de l'air et le liquide 
alimenté est sature en oxygine par bullage préalable d'air dans le réservoir (bullrur en 
acier inosydablr poreux de 2 pm). Ensuite. la désorption est initiée par le changement 
des alimentations : le g a z  alimenté devient de l'azote et le liquide alimenté est saturé 
d'azote. (voir tigurc 3-5). La sonde à oxygène dissous (polarographique : Ingold. 
LirdorC Suisse) est plactk ii la sortie du bioréacteur dans le support à sondes. Ln sonde 
est reliée au systkme d'acquisition de donnçes. ce qui permet de mesurer dans Ir temps 
Iii concentration en oxygcnr dissous dans le liquide. Une fois le bioréacteur totalement 
JCsoxygént (lorsque In concentration en oxygéne dissous tend vers zéro). le processus 
recommence en changeant les alimentations en azote pour des alimentations en air afin 
d'obtenir la courbe d'absorption. Pour les tests de transfert d'oxygène dans le cas du 
système modde. des essais sont faits pour une gamme de débits liquides v a n m  de 0.1 
rn~-s" d 1 m ~ - s "  et ce. pour trois hauteurs de lit (0.01 5 m. 0.06 m. et 0.1 8 rn). Les tests 
de transfert d'oxygine avec les cultures sont raits au débit d'opération du bioréacteur. 
Sortie 
Absorption du gaz Alimentation 
* - * - - -  Désorphon liquide +  









Figure 3-5 Système dc transfert d'oxygène 
3.5 B~ORÉ.-ICTE URS ET CULTURES 
Les bioreacieurs sont opérés selon un mode aéroponique (phase principale gazeuse) par 
ruissellement. Le liquide est contenu dans un réservoir et est acheminé en tete de 
réacteur à l'aide d'une pompe où i l  est dispersé en gouttelettes. En percolant à travers le 
lit de racines ou de modèle. le liquide traverse Ir lit jusqu'en bas du réacteur ou il n'est 
pas accumulé. sauf en condition de noyage. et il retourne dans le réservoir. 
Tous les biorc;icteurs destinés aux cul t~res  ont stirilisés jl 
( 12 1°C. 1 bar) et Ies milieux durant 35 min. La culture des 
l'autocl;ive durant 1 heure 
racines se fait à 23 k 1 "C 
en présence continue de lumiere. Le milieu de culture est un milieu minimum hl 
(Bkcard et Fortin. 1985) enrichi à 3 h i s  ia concentration en sucrose. 3 fois la 
concentration en NO3 et 10 fois la concentration en phosphate ( K H 2 P 0 4 )  (voir annexe 
A). Certaines cultures sont nlimcntérs par un milieu avec 25 fois la concentration en 
phosphate. mais il  s'est avPré yu'une telle concentration n'&ait pas nécessaire pour 
tàvoriser une bonne croissance des racines etant donne I'nccumulation importante de ce 
nutriment (Jolicoeur. 1995). Lü majeure partie des cultures ont donc et6 rntintks avec 
une concentration en phosphate de I O  his la concentration du milieu minimum. Les 
milieux de cultiire sont enrichis afin de Favoriser la croissance des racines. La plupart 
des cultures utilisent des racines non mycorhizées à l'exception de quelques cultures 
pour le choix du garnissage (\.air section 3.5.1.2). 
Plusieurs configurations de biorkacteurs sont utilisis dans ce projet. Le premier 
bioréacteur, non stérile. ri permis de valider le choix du système modde par des essais 
hydrodynmiques et de transfert d'oxygène sur le système modèle et sur un pseudo lit 
de racines de carotte formC dkmas de racines provenant de plusieurs tlacons. Le 
deuxième type de bioréacteur a semi à faire les cultures destinées aux essais 
hydrodynamiques et de transfert d'oxygène sur un lit de racines ainsi qu'à faire le choix 
du garnissage pour les cultures de racines de carotte. Enfin. des bioreacteurs de 6 L et 
20 L sont utilisés pour effectuer les cultures avec garnissage en situation pré-pilote. 
3.5.1 Réacteur pour les essais non stériles 
Les essais en réacteur avec le système modi-le sont réalisés dans un réacteur de 1.3 L 
(volume utile de 1.5 L). d'un diamètre de 0.1 m et d'une hauteur de 0.3 m. muni d'un 
fond en plexiglas à courbure parabolique pour hvonser 1'~coulement du liquide. Un 
simple grillage mCtnllique (7 mm de maillage) est posé au fond du rkactrur pour 
supporter le lit. Un grillage identique recouvre le l i t  lors des essais a h  de confiner les 
fibres dans Ir volume voulu. imposant ainsi la densitg desir&. 
Une alimentation gazeuse p rk  di: l'alimentation liquide est pr t i~ur  pour fournir un 
faible débit (700 cc-min"). régE par un dtibirn&re (Brook). Un tube d'Cvacuation des 
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Figure 3-6 Montage pour les essais avec le systéme modèle (non stérile) 
Deux alimentations liquides sont utilisées. La première est une alimentation brouillard 
fournie par une buse à parfum et la seconde est une alimentation par gouttes alGritoires. 
tel que décrit par BClanger ( 1  994). 
L'alimentation liquide pour le système aléatoire se fait en un point the sur un cône 
perforé (figure 3-7) de 8.3 cm de diamètre mis en rotation (moteur Von WeiseGear CO.) 
tournant à 7 tours/minute. Ainsi, les gouttes s'écoulent sur le cône et chaque goutte 
passe par un trou différent grâce à la rotation du cône. Donc. le liquide est distribué sur 
toute la surtàce du lit. 
A h  que le réacteur soit etanche par le haut et que le volume mort d'air soit le plus 
faible possible. le cône perforé est recouvert d'un second c6ne de I O  cm de diamktre 
venant s'imbriquer parfaitement dans le cylindre du kactrur. L'arbre de rotation du 
moteur traverse ce second c h  pour rejoindre le cône perforé. Cr style d'alimentation 
est inspiré des travaux faits par Bélanger ( 1  994). qui après expÇrimcntation. obtenait 
une distribution uniforme du liquide avec deux points d'alimentation. La ligure 
suivante représente le distributeur conçu par BÇlanger. 
k: 
Canaux d'irouicmcnt 
Figure 3-7 Distributeur liquide (Bélanger, 1994) 
Cette conliguration a étC modifiée par Durand (1997) par l'agrandissement des canaux 
d'écoulement et l'ajout de dentelures pour favoriser la formation de gouttes. C'est cette 
même configuration qui est réutilisée pour le projet. comme le demontre la figure 3-8. 
Figure 3-8 Cône de distribution modifié 
3.5.2 Bioréaçteurs de 1 L et 2 L pour les cultures 
Tous les bioréacteurs utilisés sont construits 3. partir Je jarres üutoclüwbles ( I 1 cm ID s 
I3 cm hauteur) en polycarbonatr (Nûlgcne. Sybron International. Rochester. NY. 
US.-\). Les jarres sont feimécs avec un couvercle modifie permettant l'alimentation 
liquide et gazeuse. Des filtres à air stkrilrs 0.3 prn (bacterial air vent : Gelmm 
Sciences. Ann Arbor. M I .  USA) permettent un échange d'air sterilr avec l'exttirieur et 
un condenseur minimise les pertes de liquide par 6vaporrition. Les racines sont retenues 
dans le bioréacteur. au fond. par un grillage en acier inoxydable (1  00 pm de maillage). 
3.5 2- 1 Biore;cicfriir pozrr c-zihre de I N  simple 
Les cultures de lit simpk de racines de carotte (culture sans support de culture) servent 
à la rhlisation d'essais hydrodynarniques et de transfert d'oxygène. Le bioréacteur 
utilise est un imbriquement de 3 jarres jointes au silicone (figure 3-9) d'un volume total 
de 3.6 L (0.1 13 rn de diamètre, 0.36 m de hauteur et un volume utile de 2.7 L). Les 
inocula sont de log WW de racines non mycorhizées. Les cultures sont menées avec 







Figure 3-9 Bioréacteur pour lit simple 
Quatre cultures sont menies avec ce bioréacteur. La première est faite à partir d'un 
inoculum de 46 g WW. Le liquide est alimenté grâce j. I'atomisation par écoulement 
croisé de l'alimentation en gaz (80 ml-min-' d'air) et de Ioalimentation du milieu 
liquide (15 à 30 r n ~ m i n - ' )  (adapté de Jolicoeur, 1998), pour donner entre 3 et 5 VVM 
(vohme de gaz par volume de liquide par minute). Une goutte se forme sur la pointe 
du tuyau puis est pulvérisée en tines gouttelettes par le courant d'air. En plus de cette 
pulvérisation du liquide. la goutte résiduelle est redistribuée à l'aide d'un cylindre en 
polypropyl6ne (figure 3-10). Celle-ci se remplit de liquide jusqu'aux trous 
d'écoulement. Le liquide s'icoule par les trous du cylindre et coule le long des rampes 
de distribution pour tomber sur le lit. Sms cette distribution additionnelle du liquide. 
une goutte tomberait continuellement de 20 cm de haut au meme endroit sur le lit. 
Les trois autres cultures sont faites ii partir d'inocula de 20. 20 et 38g provenant de 
plusieurs Erlenmeyers de 250 mL. La distribution du liquide est assurée par un 
atomiseur de type Unijet (TG-ss 0.4. spray ing systrms. John Brooks. Pointe Claire. Ca) 
avec un dibit de 0.7 r n ~ d  pulvérisant le liquide en trés fines gouttelettes (de 10 prn i 
1 mm). Dans ce cas. I'oxygtnation de la culture est assurée par un bulleur placé dans le 
réservoir du milieu de culture ainsi qu'un débit d'air d'environ 300 ccmin-' placé en 
tête de reacteur. Les cultiires faites avec un distributeur de type Unijet avaient un tiltre 
en polyester (rnatiriel 7607. Ttxtel inc.. Ste-Marie de Beauce. Canada) placé devant 
l'alimentation afin de retenir toutes les particules contenues dans le milieu et qui 
auraient pu bloquer l'alimentation. 
Gaz Liquide 
Cylindre ,-> 
Atomisation par écoulement <- croise de Faimenration en gaz 
et de l'alimentation en liquide 
<-. Trous permettant Yécoulement 
du liquide 
A Rampes de distnbuhon 
Figure 3-10 Distributeur de liquide 
Pour permettre de comprendre les effets de parois ayant lieu dans Irs bioré9-t c eurs. tine 
autre culture est menée dans un bioreacteur pour lit simple (sans support de culture) 
dans un très petit bioriacteur. Le bioréacteur de 0.6 L est un cylindre de polypropylène 
d e  0.025 m de diamktre et de 0.13 m de hauteur (volume utiIe de 0.4 L). L'alimentation 
du milieu de culture est faite grâce à une atornisation par écoulement croisé. tel que 
décrit prkcédemment. Le bioréacteur est inoculé avec 1 g WW de racines. Les 400 mL 
d e  milieu de culture sont circulés ii un débit de 0.1 r n l d  
3.5 2.2 C 3 o k  tizr garnissage 
Afin de choisir un garnissage assurant le meilleur accrochage des racines. des cultures 
de racines sur différents garnissages sont menées. Un plan de tamisage est constmit à 
partir de trois variables qui semblent jouer un rôle déterminant pour la qualité de 
l'accrochage. De cette analyse, huit essais en bioréacteurs sont identifiés et répliqués 
(tableau 3-1 ). ce qui fait 16 cultures. Deux types de garnissages sont testés. Tri pack 
(TP) et P d  rings (PR) (polypropylène. Fabco plastics. Montréal. Ca). Z grandeurs de 
garnissage ( 1 " et 2") (voir tigure 3- 1 1 ). ainsi que deux types d'inoculation (morceaux 
C 
d'inoculum placés au centre des garnissages et morceaux d'inoculum dispersés 
aliatoirement). D'autres types de garnissages auraient pu Stre utilisés. mais i l  a été 
choisit de tester des garnissages de géométries trks diffkrentes dans Ir but de &gager 
ilne tendance. 
Tublem 3-1 Plan Factoriel complet 
-- 
Essais 
Tn pack Pd rings 
Figure 3-1 1 Types de garnissages utilisés 
Tableau 3-2 Facteurs ci modalités pour i'andyse statistique 
Trois critères qualitatifs sont utilisés pour choisir le meilleur garnissage. soient le 
remplissage. la distribution dans le bioréacteur et I'accrochage (tableau 3-3). 
Tableau 3-3 Critères pour In sélection d'un garnissage 
- + 
TP PR 
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1 Y3 I ~ e r n ~ l i s s a ~ e  des garnissages par les ncines I 
tkcrochage des ncines sur les garnissages 
Un classement de performance permet d'attribuer une note pour chaque réponse selon 
Ir degré de satisfaction. Ln note pour le pourcentage de remplissage est donné comme 
suit : 10 si la moititi des garnissages sont remplis à 100%. 8 si la moitié des garnissages 
sont remplis à plus de 50%. 5 si la rnoitiÇ des gnmissages sont remplis à plus de 20%. 2 
si 5096 des pnrnissagrs sont reniplis à moins de 20%. La distribution des racines dans 
le biorkteur est ?vaIuée globalement (par exemple. ilne mauvaise note est attribuée si 
toutes les racines sont au fond du biorélictcur). Pour tivaluer la qualité de l'accrochage 
des racines sur le garnissage on laisse tomber le garnissage d'une hauteur de I m sur 
ilne surface Jiirr plusieurs tois Je  suite et son poids est mesure après chaque chute. La 
(( note » est attribuée en fonction de la perte de racines j. chaque chute. Une note de 10 
cst attribuCe lorsqu'il n'y ü pas de perte de poids. 
h I'aide des rt;ponses. on calcule les contrastes. les sommes des carres et les demi-effets 
des contrastes (voir l'annexe C pour le tableau Jc calcul) qui sr définissent comme suit: 
contraste: 
où k: nombre d'essais. u,: modalitC (+ ou -). : valeur moyenne de la variable 
réponse pour I'sssais i .  
somme des carrés: 
où n,: nombre de réplicats. 
Grîce aux sommes des carres associées à un contraste pour chaque réponse. il  est 
possible de faire un test de signitication des contrastes a h  de séparer les effets 
importants de ceux qui ne le sont pas. Le diagramme d'eboulcments de Paréto illustre 
de Façon graphique I'irnportance rclntive des diff6rent.s contrastes pour chacune des 
trois variables réponses. 
Les conditions de culture sont les m2nies que pour les cultures de lit simple de racines. 
Les jarres iitilisCcs pour Ics cultiires avec gamissagcs de 1" sont les memes que 
précidemment. sauf qu'une jarre est suftisünte pour fournir un volume de culture 
ridkquat (diameire 0.1 13 m. hauteur O. 13 m. volume 1.3 L. volume utile 0.8 L). Pour 
les essais avec des garnissages Je 2". beaucoup plus gros. un agencement de deux j m e s  
est necessaire (dimètre 0.1 13 m. hauteur 0.24 m. volume 2.4 L. volume utile 1.8 L). 
En général. les inocula utilisés sont des racines non mycorhizées. Cependant. cinq 
essais sont menes avec des racines mycorhizées a h  de mettre en Cvidence un ticart 
possible de comportement avec les racines non mycorhizées. Les inocula sont de 
petites quantités (-1-2 g WW) placées à Iû main dans les bioréacteurs sous une hotte à 
f l u  laminaire. Dans chaque bioréacteur. l'inoculum total est de 10 g WW pour les 
bioréacteurs avec garnissage de 1" et de 20 g WW pour les biorktrurs avec 
garnissages de 7". Pour les essais dont le type d'inoculation est plac6e. les racines sont 
introduites dklicatement dans chaque garnissages qui sont alors dÇpos6s dans le 
bioréactrur. Pour les essais dont le type d'inoculation est aléatoire. les racines et les 
gamissages sont introduits alternativenient dans le bioréactrur. Certaines cultures ont 
des inocula de 1 g WW afin de vérifier si de petits inocula forment des amas de racines 
moins denses en fin de culture et s'ils assurent une meilleure distribution des racines sur 
chaque garnissage. 
Le miliru de culture liquide est atomise au-dessus des racines par IYcoulement crois6 
de l'alimentation en gaz (80 mlrnin" d'air) et de I'dimentation du milieu liquide ( 1  5 5 
30 ml-min- ' ) .  Le milieu est circule en continu du fond du biorküctcur jusqu'à 
l'rttorniseur. Toutes !es cultures sont menées avec un t d u m e  de 350 mL de milieu 
liquide (tipure 3-1 2). Cette configuration est adapttic de Jolicoeur ( 1998). 
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Figure 3-12 Bioréacteur pour le choix du garnissage 
Une autre expérience est menec avec un biorhcteur dc 1.4 L (diarnCtre 0.1 13 m. 
hauteur 0.24 m. volume utile 1.8 L) pour l'observation du d6vrloppement d'un 
inoculurn de racines placées d.ms un garnissage au milieu de plusieurs garnissages 
vides (mèrne cxpiirience que pour le bioréacteur le 6 L. voir section 3.5.3). Pour cette 
exp6rience. des garnissages Tri pack de 1" sont utilisés et un inoculum de moins il(: 1 g 
WW est placC au centre d'un garnissage au milieu du bioréacteur. 
3.53 Bioréicteurs de 6 L et 20 L pour les cultures 
La première expérience est réalisée dans le bioréacteur de 6 L et vise 5 observer le 
développement d'un inoculum de racines plac6es dms un ganissage au milieu de 
plusieurs garnissages vides. La moitié inférieure du bioréacteur est remplie de 
gamissages vides lors de la stérilisation dans l'autoclave. Lors de l'inoculation. un 
ganissage provenant d'une autre culture. déjà rempli de racines (avec -2 g de racines) 
est introduit dans le bioréacteur et ensuite recouvert de garnissages vides. La seconde 
expirience est réalisee dans le bioréacteur de 20 L et permet des mesures 
hydrodynamiques sur une culture dont les racines (100 g WW d'inoçulum). lors de 
I'inociilation. sont placies dans des gmissages à la main. sous une hotte ii Hux 
I,minairti. 
Ces biortirictrurs sont composés d'un cylindre de verre avec une base et lin couvercle en 
acier inoxydable. Le fond du biortiacteur est de forme toroïdale pwrnettünt l'icoulemcnt 
du liquide. Pour Ir biortkteur de 6 L. le diamètre est de 0.15 m et Iü hauteur est de 
0.45 m pour un volume total de 8 L (volume utile de 6 L) et pour le biorCacteur de 20 L. 
le diametre est de 0.23 rn et la hauteur est de 0.45 rn pour un volume total de 70 L 
(volume utile de 12 L). La distribution du liquide est fournie g 5 c r  à I'kcoulement 
croisé de I'alimentation liquide et de l'alimentation en gaz pour le bioréacteur de 6 L et 
par un atomiseur Unijet pour le biortiacteur de 20 L. Les cultures de ce bioréacteur sont 
faites sur des gmissages Tripnck de 2". Les cultures sont menées avec environ 1 L de 
milieu liquide. La figure 3-13 présente le montage pour le bioréacteur de 6 L qui est 




Figure 3-13 Bioréncteur de 6 L 
3.6 ANALYTIQUE 
3.6.1 Échantillonnage et récolte 
Un échantillon du milieu est prélevé à chaque changement de milieu et au moment de la 
ricolte. Les Çchantillons sont filtrés à 0.45 pm et conservés à -20 O C  jusqu'à leur 







- niveau de 
liquide 
mesuré. Les poids humide (WW) et sec (DW) (24 heures à 80 O C )  d'un Çchantillon de 
racines sont mesurés. 
3.6.2 Analyse des nutriments extracellulnires 
Les principaux ions du milieu de culture sont analysés à l'aide d'un HPLC Dionex 
( Dionex Canada Ltd. Oakvi l le. Canada) &pipi d'une pompe. d'un injecteur 
automatique. d'un détecteur électrochimique optiré en mode conductivité. et contrôlti 
par un logiciel Dionex AI-450. Les ions sont rinnlysis 3 une temperature de 23 k 1 O C .  
Les anions sont separés par une colonne 4 x 250 mh.1 IONPAC AGJA-SC (Dionex) et 
un supresseur anionique (Dionex. ASRS-1). La phase mobile est uni: solution tampon 
riqueuse de bicarbonate ( 1.8 mhl NnlC03 et 1.7 mb1 NaHC03) alimrnt& 5 un debit de 
2 ml-min? Les cations sont separés i I'aide d'une colonne 4 K 250 mhI I O N P X  CS- 
1 Z ( Dionex) et d'un supresseur cationique (Dionex. CSRS- 1 ). La phase mobile est une 
solution aqueuse d'acide rnéthûnosulplionique (20 mbl) r t circiile i 1 m L-min-'. 
CHAPITRE 4 - DÉVELOPPEMENT DES MOD&M ET DES PA RA~V&TRES 
L ' intérêt de réaliser une étude hydrodynamique d'un bio réacteur réside essentiellement 
dans le développement d'un modèle qui décrit son comportement. Ce modèle permet 
de comparer un bioréacteur réel à un agencement de réacteurs idéaux dans le but ultime 
d'en comprendre et prévoir le comportement. Cette section est donc destinée au 
développement d'un modèle qui décrit le CO mportement du bio réacteur ruisselant. 
4.1 MODÈLE HYDRODYNAMIQUE 
Lorsqu'on observe des courbes de distribution des temps de séjour (DTS), il est souvent 
possible de caractériser les comportements d'écoulement du liquide simplement a partir 
de la forme des c o u r k .  Certaines « non idéalités 1) sont immédiatement ident Sables 
comme, par exemple, un court-circuit qui fkit apparaître deux sommets sur la courbe ou 
un volume mort qui se caractérise par une longue traînée. 
Pour dépasser le niveau d'une simple observation visuelle, il faut regarder de plus près 
les domees discretes de concentration du traceur à la sortie du réacteur. Mais avant de 
procéder à cette d y s e ,  il est important de normaliser les courbes, c'est-à-dire de les 
ramener à une base commune, parce que la quantité de traceur injectée peut varier d'un 
essai à l'autre. Pour ce f i e ,  il suffit de d ~ s e r  les domees discrètes par la quantité de 
traceur injectée, ce qui donne des courbes dont I'integrale est unitaire : 
ou E(t) : fonction de distribution du temps de séjour et C(t) : concentration du traceur a 
la sortie du réacteur. Deux informations de base sont extraites Je ces courbes de 
distribution du temps de séjour. I l  s'agit du temps de résidence du traceur dans le 
hioréacteur (premier moment de la courbe) et de la variance (deuxième moment de la 
courbe) : 
Une fois cette étape terminée. on peut comparer les courbes uniformisées de DTS avec 
celles des réacteurs idéaux. parhitement mélangés (CSTR) et &oulement piston. 
Lorsque les données rxp&imrntales ne semblent pas suivre un modde idéal. il est 
fréquent de s'en remettre au modèle des réacteurs parfaitement mélangés en série et au 
modèle de dispersion axiale. Pour ce premier modèle. celui des CSTR en série. le 
nombre de réacteurs « n D est variable? mais le volume de chacun est identique. On 
calcule le nombre de réacteurs « n N à partir des valeurs de r et o' : 
Le temps caract&istique Ti est le mCme pour tous les bioréacteurs et correspond au 
temps de residence moyen divis6 par n que l'on calcule de la façon suivante: 
On reprthente le modèle de rtiactcue parfaitement rndnngis en série par IYquation 
Dans le cas du deuxième modde. celui de Ia dispersion miale. I'écoulement piston est 
additionné de la composante diffusionnelle du traceur qui Ie disperse. Le nombre de 
Piclet (Pe) permet de caracté.riser cette dispersion. II  représente le rapport entre le taux 
de transport par convection et Ir taux de transport par dispersion. Dans un système aux 
conditions de Fronti&res femtks. c'est-à-dire où il n'y a pas de dispersion avant le point 
d'injection ni après Ir point de sortie. Iëquation suivante permet de relier le nombre de 
Pe au temps de résidence moyen et a la variance : 
Puisqu'il n'existe pas de réponse analytique pour représenter le modèle de dispersion 
a i a l e  en conditions de frontières fermies. on peut se réf6rer aux courbes de  DTS 
tracties pour plusieurs Pe (Levenspeil. 1972). Notons que l'hypothèse qui dirige le 
modèle de dispersion uia le  et qui stipule que le mélange suit un modèle simple de type 
tickien (la diffusion est fonction d'un gradient de concentration et d'un coel'tïcient de 
diffusion) n'est pas valable pour de grandes dispersions. 
Lorsque les courbes de DTS des d o n n h  discrt'trs ne sont pris reprkentées par ces 
modi.les simples 5 un seul parnmktre. on choisit d'utiliser un modt'le i plusieurs 
paramètres. Une option consiste j. conserver la forme du modkle de CSTR en s6rie. En 
fixant le nombre de réacteurs. on t'ait varier Ir volumr de chaque bioreaçteur polir ainsi 
avoir des temps caracttiristiques dit'firents Jans chaque réacteur. Dans sa f o m r  la plus 
simple. ce modele contient deux rtiacteiirs. ce qui en fait un moddr 5 deux parümktres. 
et sr. dticrit de In taqon suivante : 
On ajuste Irs drus parrtmktres de façon à ce que la courbe du modèle s r  rapproche de 
celle des dondss  discrètes du bioréacteur réel. Un détail dont il faut tenir compte est le 
delai (a). le moment entre l'injection et la sortie du bioréacteur (représentant le début 
de la courbe de DTS). Pour etrectucr cet ajustement. on ajoute un bioréacteur de type 
piston en série avant les deux CSTR. Le modéle prend alors la forme suivante : 
. Courbes DTS échelon 
Pour tester !ri vcilidité des courbes de DTS obtenues par injection d t  traceur. on les 
compare aux courbes de DTS d'une courbe Gchelon. Ces essais (( khelon D sont 
réalisés en changeant bnisquemttnt la concentration de traceur dans l'alimentation 
liquide du bioréacteur (de faible ii tbrte. par çxçmple). La tigure suivante montre la 
t'ot-rnt. de 13 hnction Cchelon. F(t). 
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Figure 4-1 Exemple d'une courbe échelon expérimentale en fonction du temps 
La courbe échelon se détinit globalement par l'équation suivante : 
On peut donc obtenir une courbe de DTS (( injection » simplement en dérivant les 
données de DTS d'une courbe échelon. 
Une des criract~ristiqiies d'un lit  de racines en croissance est qu'avant d'atteindre la 
rnatiiriti. le lit  de racines demeure tres mince et Iû majoriti du volume du biorçacteur 
reste vide. Le liquide ruisselle alors cn abondance sur les parois et une faible 
proportion passe d travers le centre du  lit de racines. Et. meme lorsque le lit dwient 
plus épais. ce ph6nomi.n~ persiste d cause dc I'atomisûtion du liquide qui projette 
beaucoup de liquide sur les parois. Satterfield (1975) indique que ce ruissellement de 
paroi peut représenter jusqu'i 30 ?i 60% de I'ticoulement dans les colonnes i 
garnissages. 11 devient donc dificile de difffirencier l'effet du lit de celui des parois 
dans l'analyse des courbes de DTS alors que l'on cherche précisement à caractériser le 
lit de racines. 
Cette observation suggère alors d'éliminer des courbes générales de DTS I'efkt du 
niissellrment sur les parois. Pour parvenir à cette t h .  on mesure l'effet de paroi par Ies 
courbes de DTS du bioréacteur h vicie (Le. sans lit de racines). Puis on utilise le 
concept de (( convolution )) qui permet de passer d'un signal d'entrée a un signal de 
sortie. grdce à une fonction de transfert qui en fait n'rst que la fonction de distribution 
du temps de séjour E : 
Crortie = C ; n r r ~ e  * E ( 4-1 1) 
S i  l'on inverse Ir concept de convolution. l'effet du bioréacteur ii vide peut Gtre dimin6 
simplement en « d&mwolunnt » le signal de sortie par 13 courbe du bioréacteur à vide 
tel que synthetisé par le schéma suivant. Par une premi2re expérience. on fait une 
injection dans un réacteur ii vide. ce qui permet d'obtenir 1s signal de la concentration 
du réacteur à vide. Ensuite. on fait une druxikme rsptirirnce dans liiqucllt: le reactrur 
contient un lit. Cette deuxikrne exptkience permet d'obtenir le signal de concentration 
du lit et du reûcteur h vids tinsembles. Par la diconvolution, on cn1b.s du signal dc 
sortie a global » le signal de la concentration du réacteur h vide. La dtkonvolution est 
effectuke à l'aide de la mkthode numérique des moindres carres. 
Centrée 
- 
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Figure 4-2 Représentation schématique de Ir convolution dans le bioréncteur 
Les courbes de DTS dont on a retiré la fraction du bioréxteur à vide permettent de 
modkliser le comportement du lit seul. et on peut y appliquer le modèle des deux CSTR 
en série de volumes diffirents. 
I l  est important de noter que la méthode de convolution est valable pour lin système 
linkaire. pour lequel il n'existe pas d'int6raction entre les déments. Cette condition est 
respect& lorsqu'on est en présence d'un lit de faible 6paisseur. Par contre. si le li t  est 
plus ;pais. cette condition est moins respectée car les parois ont un effet important sur 
le comportement du lit. Puisqu'ii n'existc pas d'autres faqons de separer ces signaux. Iri 
methode de d6convolution reste une bonne approximation. mCmr si clle a cies limites. 
Le nombre de Péclet est un pnrrimetre couramment utilisé pour çaraçtt-riser In 
dispersion axiale d'un ticoulement. tel que discutk préctidemment i la section 4.1 
L'Oquation 4-7 permet de calculer le nombre de Péclet à partir des moments de la 
courbe (temps de résidence moyen et variance). Pour relier ces derniers au modéic des 
deux CSTR en série de volumes difErents, i l  faut retourner aux dtitinitions de ces deux 
ternes : 
-t t-a) -(î-a) 
Cl - =: 
Dans la section 5.4.3. une analyse du nombre de Pticlet en fonction des diffiirentes 
conditions d'opéntion est présentée. 
Un autre paramètre caractéristique de l'hydrodynamique d'un réacteur est le (( temps de 
mélange ». I I  s'agit du temps nhxssaire pour que la concentration de traceur i la sortie 
du bioriricteur diminue jusqu'à IOoh de la concentration maximale atteinte (voir figure 
4-3 ). 
.-z i Concentration ii 
tem ps 
Temps de mélan_re 
it 
Figure 1-3 Description du temps de mélange 
DI: plus. ce parmetre s'avère très utile pour comparer différentes contigurations car il 
permet de dégager des conclusions sans avoir 5 déconvoluer chacune des courbes de 
donnees JiscrGtrs. En effet. les tendances des temps de milange s'livèrent ident iqurs 
dans les Jriix cas eiudiis. celui du lit seul et celui plus global du (( lit et du réacteur j. 
vicie )). 
4.5 MODÈLE DE TRANSFERT D'OXI'GÈNE 
Dans le réacteur à percolation. comme celui utilise dans ce travail. la phase continue est 
mzeuse et la phase dispersée est liquide. Tel que décrit dans la section 3.4 (Matériels et 
C 
méthodes). la mesure du transfert d'oxyghe se fait en désorption par de l'azote ou 
l'inverse. Alors que le réacteur fonctionne normalement. avec un liquide saturé en air 
et une alimentation gazeuse d'air. on change subitement ces alimentations pour une 
alimentation de liquide exempt d'oxygène et une alimentation gazeuse d'azote. On 
mesure la concentration en oxygène dissous dans le liquide à la sortir du réacteur et on 
obtient une courbe de désorption d'oxygène. 
Puisqu'il s'agit du même réacteur. le transfert d'oxygène doit suivre Ic meme 
comportement que I'hydrodynnmique. soit un modèle de 2 CSTR en série de volumes 
ditlerents. hlnlheureusement. TI et ~2 ne sont pas disponibles pour toutes les conditions 
opératoires 5 cause de l'impossibilité de dçconvoluer certaines courbes de DTS et d'y 
appliquer le modele pour trouver ri et Q. I I  faut donc di-vclopper Ir modèle de transfert 
d'oxygénrt selon deux moddes hydrodynamiques. un modèle j. 1 CSTR. qui servira de 
premiere approximation. et un modele ii 2 CSTR en serie de volumes differents. atin de 
pouvoir traiter toutes les courbes de transfert dooxygène disponibles. 
Deux déments contribuent au transfert d'osygéne dans le reacteur: le liquide 
dynamique (qui circule dans le lit) et le courant gazeux alimente en tete de rk teur .  
Deux Cléments font obstacle à cet &change : le liquide statique (qui représente In 
rétention liquide statique) et le gaz contenu dans le lit. Certaines simplitications sont 
faites afin de faciliter Iwmalyse des courbes. Étant donné la faible solubilité de 
l'oxygène dans le liquide. i l  est raisonnable de croire que le principal échange avec le 
liquide statique se fait avec le p. De plus. puisqu'aucune information n'est disponible 
sur Iri concentration en oxygène du liquide statique. et que. en première hypothèse, le 
réacteur suit un modèle parfaitement mélange (avec 1 CSTR). on peut supposer que 
tout le liquide statique dans le lit de racines a une concentration en oxygène dissous 
Çgde 3. la concentration dii liquide qui sort du réacteur. Ainsi. seuls deux CICments 
seront pris en compte : le courant de liquide dynamique qui renouvelle graduellement le 
liquide statique et I'Cchange entre le gaz en tete de rkacteur et Ir liquide statique qui 
accdére le transfert. 
X partir de ces hypothtses. et en traitant Ici trrinsrcn entre le gaz et le liquide comme 
dans un reacteur submergé. on peut h i r e  l'equation de bilan de matiere sur le 
réacteur : 
où Q :débit de liquide. I C L ~  : coetticient voliimitnque de transfert d'oxygène. V : 
volume du réacteur C* : concentration en oxygknr d satui3tion avec le gn7. Ccntrce : 
concentration en oxygène dissous dans le liquide 6 I'cntrtitt du réacteur et C,,,,,. : 
concentration en oxygéne dissous dans le liquide 6 la sortie du riacteur. 
II est possible de modifier cette équation pour faire apparaître T. le temps de r6siderice 
moyen du liquide dans le réacteur: 
La solution de cette équation ayant comme condition initiale Cs,,k = CsmieO donïic : 
Dans le deuxikrne cas. on prend comme hypothèse que le réacteur suit un modèle de 
deux CSTR en serie de volumes différents. Puisque le gaz ne circule pas à travers tout 
le lit  (l'entrée et la sortir de gaz se trouvent en tete de réacteur). la concentration de gaz 
dans le l i t  n'est sûrement pas uniforme. II faut poser i'hypothése que la concentration 
du p z  est uniforme mais dimrente dans chacun des réacteurs. Pour le premier réacteur 
rie la seris. on a donc un gradient de transfert oh la concentration du gûz est supposée 
6 g ü k  d C* (concentration en oxygkne en équilibre avec le gaz alimenté). Pour Ic 
JeuxiCme reacteur. la meilleure approximation que I'on puisse faire est d'estimer la 
concentration du gaz à Cl .  la concentration en oxygène à la sortir du premier réacteur. 
On peut donc icrire les équations de bilnn de matière pour chacun des reacteurs selon 
I'Cquation 4-1 5 : 
où r, et r2 : temps caractéristiques des 2 réacteurs et Ci : concentration en oxygène 
dissous à la sortie du premier réacteur et à I'entree du second. 
En prenant les transformées de Laplace des 2 équations. on obtient : 
Puis en incorporant l'iquation 4-19 dans 4-20 et prenant Iû transformée de Laplace 
inverse. on obtient : 
Dans le cas d'un l i t  de racines. i l  faut tenir compte de la respiration. La consommation 
d'osygène par les racines est donnée par : 
0 U R = q o 2 *  X ( 4-22) 
ou OUR : taux de disparition d'oxygène (oxygen uptake rate). qo2: taux spécifique de 
consommation d'oxygéne et X : concentration de la biomasse. 
Pour les racines de carotte. qo? est égal à 0.5 mm01 gh- '  DW (M. Jolicoeur. données 
non publiées) ce qui est similaire aux taux obsewÇs chez d'autres espèces de plantes 
(Van Gulik et d. 1989). 
I I  h i t  donc ajouter Iri composante de la respiration aux kquations de bilan 1-14. 4-17 et 
4- 18. ce qui donne les Cqtiaiions suivantes : 
1 CSTR : 
4.6 SYNTMÈSE DU NODÈLE 
Cette section propose une synthèse des éléments du modele hydrodynamique. afin de 
rassembler et claritier les concepts. 
La d6convolution de la courbe de DTS de Csonie permet d'obtenir la courbe de DTS 
pour le lit seul (El,,). 
Un modèle qui rcprksente bien Ics courbes Eiil est le modde des deus CSTR en serie de 
volumes d i f k n t s  (2qtiation 4-11} : 
Les premier et second moments Je ce moddr  sont crilcul~s à partir cles ditinitions de 
ces termes (iquations 4-12 et 4-1 3 )  ct à l'aide des paramètres ri et r2 du  modde : 
Grice aux valeurs des deux moments. on peut calculer le nombre de Péclet pour des 
conditions de frontières fermees (équation 47)  : 
Le temps de mélange est un autre paramitre qui permet l'analyse des courbes de DTS. 
I l  s'agit du temps nécessaire pour que la concentration de sortie du liquide soit j. 10% 
de sa valeur maximale. Il  est 6 noter que les temps de mélange des courbes 
déconvoluées et non déconvoluées suivent la mSme tendance. On peut donc utiliser cc 
panmktre pour traiter toutes les courbes. surtout celles dont In iICconvolution est 
impossi blr. 
Le transfert d'oxygkne sans respiration (pour les cssnis sur le s>stL.rnt. modde) est 
modélisé suivant deux cas : 
2 CSTR de volumes dimrents (Cquation 4-2 1 ). 
En ajoutant une composante pour la respiration (pour les essais sur un lit de racines). les 
équations sont modifiées pour obtenir l'équation 4-23 pour le modèle à 1 CSTR et 
l'équation 4-24 pour le modèle à 2 CSTR de volumes diff6rents. 
CHAPITRE 5 - RÉSULTATS ET DISCUSSION 
Ce chapitre expose les résultats des expérimentations et travaux qui ont été nécessaires 
pour cette recherche. La première section sert à identifier le système modèle non vivant 
qui simule le comportement des racines de carotte dans un bioréacteur. La seconde 
section traite du choix du garnissage qui est utilisé par la suite dans les cultures en 
bioréacteur avec garnissages. On étudie ensuite la distribution spatiale des racines 
pendant leur croissance dans un bioréacteur. La dernière section traite des essais 
hydrodynamiques qui ont été faits sur trois systèmes différents : le système modèle. un 
lit de racines et un lit de racines sur garnissages. 
5.1 CHOIX DU S Y ~ M E  M O D ~ L E  NON W A N T  
Les cultures de racines transformées présentent plusieurs obstacles : difficulté à 
maintenir la stérilité du milieu pendant plusieurs semaines, investissement de temps 
considérable pour l'entretien des cuhres, complexité des montages expérimentaux. 
L'importance de ces obstacles croît en fonction du nombre d'essais et du nombre de 
cultures. Étant donné que l'objectif de cette recherche consiste, entre autres, a réaliser 
une étude hydrodynamique d'un bioréacteur de racines, ce qui nécessite de nombreux 
essais expérimentaux, il s'avère avantageux de remplacer les racines de carotte par un 
systeme modèle possédant les mêmes caractéristiques. La description des critères et la 
méthodologie de sélection de ce système modèle ont été présentées à la section 3-2. Le 
choix du système modèle s'est GUt en comparant les propriétés hydrostatiques et 
hydrodynamiques de diffhents matériaux avec celles des racines de carotte : 
perméabilité. rétention liquide statique et retention gazeuse (porosité). 
5.1.1 Perméabilité 
La détermination de la pente r n ~  du montage à vide est essentielle au calcul de la 
perméabilité (figure 5-  1 ). 
Delta t-l (cm) 
Figure 5-1 Calcul de la perméabilité - montage ji vide 
D'après la formule 3-1. on obtient la constante de résistance du montage a, soit 1.32 x 
10" m". La figure 5-2 montre que Iri permiabilité d'un lit de racines de carotte d'une 
densité de 0.6 à 0.7 g - m ~ - '  WW se situe entre 2.2 x 10-Io et 4 x 10-Io mL. 
Permkabilité 
Valeurs cibIés 
Figure 5-2 Perméabilité des racines de carotte en fonction de la densité du lit 
Yu et [ri. ( 1994) ont mesure la permiabilité à l'intérieur d'amas de racines dXropcr 
bellctdonnrr: elle est independante de la perte de charge et de la vitesse d'ticoulement du 
fluide. mais elle est fortement influencCe par In densité du lit. Ils trouvent que la 
perméabilité est directement reliée h Iû fraction de vide E ~ ?  allant de 7 x 10" m2 pour E, 
= 0.22 à 3.8 x 10-'O m' pour E, = 0.46. Cawalho et Curtis (1998) mesurent que la 
perméabilité &un amas de racines de Hvoscyrmirs mt<ticics dans un bioréricteur h 
convection forcée est de 1.2 x IO-'' m2. soit 16 fois plus gnnde que les racines 
provenant d'un flacon agité. 
Voici une description detaillée de la légende utilisée par la suite pour décrire les 
différents matériaux dont la perméabilité et les rétentions sont étudiées (figures 5-3 à 
5-6) : 
1. Jute : jute coupé en bouts de 8 à10 cm. 
2. Jute l / 3  :jute coupe en bouts de 8 j. 10 cm. séparés en leurs 3 brins. 
3. Jute 1/3 neud  : jute coupe en bouts de 8 h 10 cm. séparés en leurs 3 brins qui sont 
façonnés en petites boules. 
4. Jute eff. : jute coupe en bouts de 3 à 10 cm. séparés en leurs 3 brins qui sont 
iffi loches. 
5. Corde : petite corde de coton coup& en bouts de S i 10 cm 
6. Corde eff. : petite corde de coton coupée en bouts de 8 d I O  cm et qui est etfilochée. 
7. Tapisserie : corde à tapisserie coupie en bouts de 8 à I O  cm. 
8. Sisal : corde de sisal coupée en bouts de 8 à I O  cm et qui est effilochée. 
9. Tabac : tabac à rouler de marque Dmm. 
La figure 5-3 présente la perméabilité de plusieurs matériaux en fonction de leur 
densité. ainsi que la zone cible de permé~bilité recherchée. On voit que la perméabilité 
diminue avec la densité. globalement et pour chaque matériau. Pour le jute effiloché. 
on remarque la présence de deux points expérimentaux totalement i s o k  pour lesquels 
la perméabilité est beaucoup plus élevée que pour les autres matériaux. Ceci est 
probablement dû au fait que la structure ealochée offre une perméabilité dépendante 
de la façon dont les fibres sont placées. 
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Figure 5-3 Perméabilité des différents matériaux en fonction de leur densité 
Les matériaus qui ont une prrméabilitk correspondant à celle d'un l i t  de racines de 
carotte sont : 
le jute entre 0.17 et 0.2 1 g r n ~ - '  
S. 1.2 Rétentions liquide et gazeuse 
La figure 5-4 montre que. dans le cas d'un lit de racines de carotte. la rétention gazeuse 
d'un lit d'une densité de 0.6 à 0.7 g r n ~ - '  WW est de 0.14 gg-' tandis que la rétention 
liquide statique se situe entre 0,76 et 0.82 gg-'. Sur cette figure. on observe aussi que la 
somme des rétentions liquide et gazeuse pour chaque densité de Iit est environ égale à 
95%. En se réferant aux définitions des rétentions (équations 3-1 et 3-2). on voit que la 
somme de la rétention liquide statique et de la rétention gazeuse représente le volume 
d'eau ajoutie sur le volume du lit. On en déduit donc que le volume occupé par les 
ncines représente environ 5% du volume total du lit. En considérant les masses au lieu 
des volumes. on obtient que la somme des rétentions reprisente la masse d-eau ajoutee 
sur la masse d'eau équivalente au volume du lit. On en déduit encore que la masse 
occupée par les racines représente environ 5% de la masse d'eau tiquivalente au volume 
du lit. 
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Figure 5 4  Rétentions liquide et gazeuse d'un lit de ncines de carotte en fonction 
de sa densité 
Les figures 5-5 et 5-6 présentent les rétentions liquide et gazeuse des différents 
materiaux 5tudiis. On remarque que la rétention liquide statique augmente et que la 
riteniion gazeuse diminue en fonction de Iû densite des lits de matériau. 
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Figure 5-5 Rétention liquide statique des différents matériaux en fonction de leur 
densité 
Les mat6riau.u dont la rétention liquide statique correspond 5 celle d'un lit de racines de 
carotte sont : 
Ir jute i 0.23 g m ~ '  
le jute 1 /3 noeud à 0.15-0.16 g r n ~ ~ '  
la corde effilochée 5 0.23 g m ~ " .  
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Figure 5-6 Rétention gueuse  des différents matériaux en fonction de leur densité 
Les matCriaux dont Iii rétention gazeuse correspond à celle &un l i t  de racines de carotte 
sont : 
le jute de 0.1 7 à 0.12 g - m ~ '  
le jute 1 0  noeud à O. l 6 g m  L" 
la corde effilochée à 0.24 g r n ~ - '  
la  corde à 0.21 g * m ~ - ' .  
Le seul système modèle dont toutes les caractéristiques sont similaires à celles d'un lit 
de racines de carotte pour une même densité est le jute 1/3 noeud i une densité de lit de 
0.16 g r n ~ " .  De pliis. la pcirosité du matériau ne change pas avec le temps : lorsque 
gorgé d'eau aucune compaction n'est observée dans le temps. blême si I'apparence 
physique de ce système est différente d'un lit de racines de carotte. leurs principales 
propriétés sont semblables. ce qui laisse croire que leur comportement hydrodynamique 
sera aussi similaire. 
5.2 Cii01'c DU GARNISSAGE 
L'&tu& exploratoire des dilf'irents garnissages susceptibles de servir de support lors des 
cultures de racines translormS-es est présent& dans cette section. I l  est impératif de 
dtiterminer si In taille ct In gt'.orndrie du garnissage intluencent la qualité de la 
distribution et Jc I'accrochüge Jcs racines Jans les cultiirtis. De plus. la procidure 
d'inocu1;ition du biorCxtciir est aiissi 6tudiCt. :ifin de mettre en evidence les difficuités 
reliCes i la mise à I'écheilr: du proctLik U n  plan de tamisage est employé pour réaliser 
cette itude et identifier les hcteiirs qui ont un effet significatif sur les réponses et les 
masimiser. 
Les facteurs. les modalités. les critéres ainsi que le plan de tamisage sont présentés dans 
la section 3.5.2.2 du chapitre Matériel et mkthodrs. Tous les rksultats des cultures qui 
ont servi ii calculer les reponses sont prisentCs en annexe B. Chaque réponse est notée 
sur un total de I O  et représente le degré de performance par rapport au critcre qualitatif. 
La moyenne des réplicats pour chaque réponse est présentee au tableau 5-1 et les 
diagrammes d'iboulement identifiant les effets significatifs sont présentés à la figure 
5-7. 
Tableau 5-1 Moyenne des réplicats de chaque essai pour les trois réponses 
1 Essai 1 YlMoy YZMoy Y3ilIoy YhIoy 
Réponse 1: accrochage 
c abc b 3 ab bc ac 
Contraste 
Réponse 3: remplissage 
c b 3 ab ac abc bc 
Contraste 
Réponse 2: distribution 
100 L L J  
RS.punsc moyenne 
c abc bc ri 3c ab b 
Contraste 
Figure 5-7 Diagramme d'éboulement pour les trois réponses et Ir moyenne des 
réponses 
On voit que pour I'accrochnge. il n'y a pas de démarcation claire. et les sommes des 
carrés ne sont pas très importantes. On note tout de même que les effets c. abc. b et a 
sont les plus importants. Dans le cas de la distribution. ce sont les effets c et bc qui sont 
les plus importants. tandis que dans le cas du remplissage. seul I'effrt c est important. 
Le diagramme d'éboulement de la moyenne des r6ponses montre clairement que I'effet 
c est le plus important. 
Donc, dans Ie cas de la distribution et du remplissage. le seul critère i considirer est le 
mode d'inoculation. En effet, I'utilisation du mode d'inoculation (( aléatoire O a donne 
de très mauvais rtisultats car les racines n'itaient pas bien üccroçhées au pmissage et 
avaient tendance ri tomber au fond du rk teur .  Une methode d'inoculation assurant 
une distribution des racines dans les garnissages et un accrochage solide permettrait de 
maximiser ces riponses. 
L'analyse statistique permet aussi de determiner les modalites optimales des facteurs. 
Sçtii Ir critkre « accrochage )) (réponse 1 )  permet de choisir le garnissage Ic pius 
rfîïcrice car c'est le seul critère qui donne des sommes des carrés des contrastes 
significatifs pour les facteurs a. b et c. I I  suffit de choisir la modalité des trois facteurs 
du même signe que celui du demi-effet (se réfiirer au tableau 3-2 pour Ics modalités). 
Le tableau 5-2 résume cette demarche. Le garnissage de type Tri pack de 2" de 
diamètre est donc sélectionné comme le plus performant afin de servir de support de 
culture, 
Tableau 5-2 Caractéristiques du garnissage sélectionné 
D'autres observations ont 6té faites à partir de ces 16 cultures. A propos de I'inoculurn 
mycorhizé. i l  a été observé qu'il n'a pris donne de résultats diffiirents de I'inociilurn non 
mycorhizk. Les racines mycorhizées sont généralement plus ramifi&s. ce qui serait 
siisceptible de favoriser l'accrochage. Quani a la taille de I'inoculum. i l  ri observé 
qu'un petit inoculum donne un lit plus uniforme et moins dense avec beaucoup moins 
de gros amas de racines ires compacts où des limitations de transfert sont possibles. 
Lors de l'inoculation de gros biorkacteurs. on d c v n  donc Favoriser Je petits inoculum. 
bien répartis dans le bioréacteur. 
Les figures A, B. C et D de la figure 5-8 présentent quelques exemples de diffërents 
types de garnissages utilisés comme supports de culture. La figure A montre 
l'inoculation d'un bioréacteur avec des gamissages de type Tri pack de 1 ". II s'agit 
d'une inoculation de type (( placée ». La tigure B présente un biorkacteur de garnissage 
de type Tri pczck de 2" juste avant sa récolte. La figure C donne l'exemple de 
garnissages de type P d  rings de 2" provenant d'un bioréacteur dont les racines étaient 
mal distribuées. Par contre. sur la figure D. on peut voir des garnissages de type Tri 
pnck de 1" provenant cette fois d'un bioréacteur dont les racines sont bien distribuées. 
Ces photos sont l'illustration du comportement des racines sur difi2rents garnissages. 
On voit que les gros garnissages P d 1  rings n'ont pas permis aux racines de s'accrocher 
dès I'inoculation. ce qui a conduit à une mauvaise distribution des racines dans le 
biorcacteur. On voit aussi sur cette photo C qu'il y a de gros amas de racines provenant 
du fond du rhcteur et du haut du rtkcteur. II  n'y a que tris peu de racines dans chaque 
gm-nissapes. Par contre. siIr Iâ photo D. on voit que les garnissages du haut du 
biorhcteur sont plus denses que les autres. mais qu'il y ri présence de plusieurs racines 
dans tous les autres garnissages du bioréacteur. Tous Ies garnissages de ce bioréacteur 
auraient pu servir d'inoculurn pour une nouvelle culture. Les garnissages moins denses 
auraient fait de meilleurs inoculum. en créant des cultures moins denses. comme i l  ;i kté 
dit précidemment. 
Figure 5-8 A)Racines et garnissages (Tri pack 1") lors de l'inoculation; B) Racines 
et garnissages (Tri pack 2") avant la récolte; C) Garnissages (Pal1 rings 2 ") 
provenant d'un bioréacteur dont les racines sont mal distribuées; D) Garnissages 
(Tripack 1") provenant d'un bioréacteur dont les racines sont bien distribuées. 
5.3 DISTRIBUTION SP.-tTI.4LE DES RACINES EX CROISSANCE 
Cette section traite de I'Cvolution de la distribution spatiale des racines en croissance 
dans les garnissages. Deux expériences ont été menées pour faire ces observations. la 
première dans un bioréûcteur de 2 L et In deuxiémr dans un bioréacteur de 6 L. Dans 
chacun des cas. l'inoculum est plnçti dans un seui garnissage au centre du bioréacteur. 
au milieu de plusieurs garnissages vides. Pour la deuxiémr culture. il s'agissait d'un 
garnissage provenant d'une autre culture. rempli de racines trés denses. Aucun 
Çchmtillonnage n'a Ct6 etyectuk rivant la récolte. seules des observations visuelles sont 
rcIrtt&s. 
Les tableaux 5-3 et 5-1 présentent les observation faites pendant les cultures dans le 
bioréacteur de 7 L et de 6 L. Les figures 5-9 et 5-10 montrent ces bioréacteurs j. 
diffërents moments. ,i la figure 5-10. on voit sur la photo C qu'il y a présence de 
racines dans les ganiissages sous l'amas principal de racines. et que certains de ces 
garnissages poumient servir d'inoculum à une nouvelle culture. 




Un côti du hioréacteur est colonisé par les racines qui montent aussi sur la paroi. 
Une racine grimpe à travers les garnissages jusqu'en haut du bioréacteur. 
Les racines poussent surtout au centre du bioréacteur où un des côtés est plus Cpais. 
Elles descendent lég2rement sous le point d'inoculation, 
~ e - l i t  tpaissit et la section est recouverte à 75%. Les racines montent jusqu'en haut 
et descendent presque jusqu'en bris sur un des côté (voir figure 5-9). 
L'anneau centrai est complètement colonisi et les racines montent presque jusqu'en 
haut. Le lit fait environ 6 cm d'Cpaisseur. 
Les racines atteignent l'alimentation du milieu liquide et gSnenc sri bonne 
distribution. 
.Arrêt de la culture. Le lit atteint 8.25 cm d'épaisseur et une masse de 2 17 g WW de 
racines est 
Figure 5-9 Bioréacteur de 2L, croissance spatiale après 57 jours de culture 
Tableau 5 4  Observations du développement de 13 culture en bioréscteur de 6L 
1 jours de 
culture 
Description 
Le lit a 3 cm dëpaisseur et la surface coiiverte par les racines f o n e  un demi 
anneail. On ifoit très clairement les racines coloniser les gnrnissages adjacents 
horizontalement. Le l i t  semble épaissir vers le bris. (Figure 5-10 A) 
Les racines occupent toute la section du bioréacteur. (Figure 5-1 0 B) 
Les racines lèchent les parois du bioréacteur. Le lit continue à ipaissir. I I  semble 
kpaissir vers le haut. 
Le lit a 4 cni d'ipaisseur et très dense. 
Les racines commencent i devenir plus fonckes. signe d'un manque de nutriments. 
Le lit fait 6.25 cm. 
Les racines demeurent blanches sur le dessus. mais sont foncées dans le bas du 
biurthcteur où elles poussent aussi le long des parois. Le lit fait 7 cm. 
ArrSt de 13 culture car les racines obstruent tous les tuyaux. Le lit atteint 8.5 cm 
d'kpaisseur et ilne masse de 450 g WW de racines est ricupirée (tigiire 5-10 C). 
Les racines du bris du bioréacteur ont formé des cals. signe d'un manque de 
Figure 5-10 Bioréacteur de 6L, croissance spatiale A) après l'inoculation B) 23 
jours de culture C) juste avant la récolte D) les garnissages de la partie supérieure 
du bioréacteur, dans l'ordre où üs ont été retirés du bioréacteur. 
L'observation de ces 2 cultures permet de décrire sommairement le développement 
spatial des racines. Les racines commencent par couvrir globalement tout l'espace 
latéral disponible. Elles poussent aussi vers Ir bas car les nutriments y sont abondants. 
Par la suite. Ir lit se densitie et lorsque les racines situees dans le haut du biortiactrur 
deviennent plus denses. moins de nutriments sont disponibles pour les niveaux 
inRrieurs. Le lit cesse alors de s'épaissir vers le bas mais continue à croître vers le haut 
oii le milieu frais est abondant. 
L'observation dc ces çultiires (i aussi permis de savoir que le mode d'alimentation du  
milieu liquide utilisi n'est pas adCquat. meme s'il s'agit d'un mode brouillard. La 
dispersion du liquide serait plus ttfficrice avec un spstt'me industriel d'alimentation. 
Comme i l  sera relate plus tard. des :itorniscurs UniJet ont Cté utilisks pour les cultures 
de lits de racines dans les bioréactcurs de 3.6 L et 20 L et ils se sont avérés tres 
efficaces. 
La tigure 5-1 I présente la répartition du poids des racines sur toute la hauteur du 
bioréactcur de 2 L à la récolte. On y observe que la majorité de la masse est située 
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Figure 5-11 Répartition du poids des racines en fonction de la hauteur du 
bioréncteur de 2 litres üu moment de la récolte, après 98 jours de culture. 
La figure 5-12 montre la répartition de la masse de racines dans le bioréacteur de 6L. 
titage par étage. Comme pour le bioréacteur de 2 L. la majorité de la masse se situe 
autour du point d'inoculation. Cette tigure présente &alement la répartition dans le 
bioréacteur du remplissage des garnissages. Pour chaque etage du bioréacteur. la 
moyenne du remplissage de chaque garnissage est calculée. Ainsi. un étage dont chaque 
garnissage est plein de racines a 100% de remplissage. tandis qu'un étage dont les 
earnissages sont traversés de quelques racines seulement a un remplissage beaucoup 
h 
moindre. On remarque que les garnissages sont presque tous remplis à 100% autour du 
point d'inoculation mais. en général, ils contiennent près de 20% de racines. sauf pour 
ceux situés en haut du bioréacteur. 
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Figure 5-12 Répartition du poids des racines et du remplissage des garnissages en 
fonction de Ir hauteur du bioréncteur de 6 L au moment de 13 récolte, après 100 
jours de culture. Le remplissage est la moyenne sur chaque étage du degré de 
remplissage de chaque garnissage. 
Cette section porte sur I'6tudr de l'hydrodynamique du système modèle. du lit de 
racines. et du lit Je racines avec garnissages. Des observations sur les cultures de 
racines rknl isées pour cette Çtude sont tout d'abord prksentées. Ensui te, di ffirents 
exemples de moddes sont exposçs et comparés aux domies brutes. Entin. le nombre 
de PCclct. Ir temps de mClmge ri le transfert d'oxygène sont présentés selon différentes 
conditions optirütoircs sur le sy s the  modkle. Ir: lit de racines. et le lit de racines avec 
garnissriges. 
Dans cc chapitre. les courbes qui di.crivent Ics changements survenus d JiErrnts 
moments durant I t s  ciiliiires sont prksentées en fonction de l'épaisseur du lit plutôt 
qu'en fonction de 13 biomasse. En cfkt. Ir suivi de la biomasse permet habituellement 
de connaître la masse cies racines vivantes du lit, La méthode du suivi de la biomasse 
utilise la consommation des principniix nutriments du milieu de culture pour calculer la 
masse de racines vivantes p'uticipant i cette consommation. Mais dans les cultures qui 
ont 6tC réalisées dans le cadre de cette étude. i l  ri été observé qu'après un certain temps. 
la biomasse demeurait pratiquement constante tandis que le lit continuait épaissir. 
Puisque l'hydrodynamique est fonction de la masse totale des racines (vivantes et 
mortes) dans le bioréacteur et non de la masse de racines vivantes. c'est donc 
l'kpaisseur du lit de racines qui a été choisie comme variable indicatrice de la masse des 
racines dans le bioréacteur. 
5.4.1 Observations expérimen tales 
Cette section relate les observations relevées durant les cultures réalisées sur lit sans 
garnissage et sur lit avec garnissages. Des mesures hydrodynamiques ont été faites tout 
au long des cultures. Dans le premier cos, quatre cultures ont kté accomplies. Seule la 
quatrième culture s'rst rendue i terne. les autres ayant rencontre divers problèmes. 
Elle a atteint une masse humide totale de 81 1 g WW ( 8  1 g DW) pour une densité J e  0.6 
g r n ~ - '  WW dans le volume du iit. La tigure suivante montre le diveloppsment d'une 
culture de racines. lors de l'inoculation. aprk 40 jours. après 72 jours et juste avant la 
rtkolte après 90 jours. Lü couleur plus h n d e  des tigures D et E Jans le bas du lit 
indique une zone où les racines sont n6crostkt.s. On voit aussi en C' la coupe &un l i t  de 
4 cm nprés récolte. ce qui permet d'en apprkcier 13 densite. 
Figure 5-13 Lit de racines sans support de culture A) lors de l'inoculation B) 
après quelques semaines (40 jours) C) coupe d'un lit de racines de 4 cm 
d'épaisseur (26 jours) D) après 75 jours de culture E) j u t e  avant la récolte, après 
90 jours de culture. 
Dans le cas de 1a culture avec garnissages, un bioréacteur de 20L et des garnissages d e  
type Tri pack de 2" ont été utilisés. Une seule culture a pu se développer suEsamment 
pour permettre des mesures hydrodynarniques. La figure suivante montre deux photos 
du biorGxtzur. une quelques jours ü p r h  l'inoculation où L'on boit les *nias Je racines 
distribués à travers les garnissages et l'autre juste avant la récolte (626 g WW et 55 g 
DW) où l'on voit une zone de croissance plus importante en haut du bioréacteur. 
Figure 5-14 Bioréacteur de 20L avec garnissages Tri pack de 2M A) quelques jours 
après l'inoculation B) après 88 jours de culture. 
Lors des cultures dont l'alimentation liquide est fournie par un distributeur industriel de 
type Unijet (i.e. les deuxième. troisikme et quatrième cultures de lit simple et la culture 
avec garnissages). il a été obsené que la dispersion du liquide est t r k  et'ficace. mieux 
qu'civec les distributeurs maison. Les gouttelettes sont très fines et la zone arrosée 
couvre tout le diamtitre du bioréacteur, Par contre. ces distributeurs se sont riverés 
beaucoup plus sensibles aux blocages pouvant survenir Jurant les cultures et ont 
effectivement forcé 1' intempt ion de quelques unes des cultures. Ce blocage du 
distributeur est probablement causé par la cristiillisation du sucre du milieu de culture. 
I I  est aussi possible que des amas cellulaires ou protéiques soient à l'origine de ce 
probléme. meme si les tiltres places devant l'alimentation liquide devaient servir i 
contourner ce problimr. 
5.42 Comparaison générale entre les courbes de DTS et le modèle 
Cette section est consacrSe i la démonstration de 13 concordance entre le modèle 
hydrodynamique choisi et les courbes de DTS expérimentales. En suivant une 
&marche identique à celle utilisée pour le développement du modile pr6senté au 
chapitre 4. des courbes de DTS typiques sont comparées à diffirents modèles. Notons 
que toutes les courbes de DTS exp&imeniales des bioréacteurs étudiés dans le cadre de 
ce projet n'ont révélé aucun court-circuit. La forte asymétrie de certaines courbes laisse 
soupçonner la présence de zones stagnantes dans le réacteur. méme si les queues 
observées sont peu prononcées. 
La courbe choisie pour comparer les données discrétes aux différents modèles (tigures 
5- 15 à 5-1 8) est représentative des autres courbes obtenues dans les bioréacteurs (voir 
l'annexe E pour toutes les courbes expérimentales et l'annexe F pour les courbes 
déconvoluées). I l  s'agit d'une courbe de DTS obtenue par injection de traceur dans un 
bioréacteur de 20 L avec garnissages et une culture de racines de carotte de -19 jours (r 
= 192 s r d  = 10626 s'). 
La premiere itape de cette analyse consiste d'abord à comparer les données 
expérimentales aux rtiacteurs idéaux : Ccoulemrnt piston et réacteur parfaitement 
mélangé (CSTR). L'abscisse est exprimée en temps adimentionnel 0 ( 9 = t / r ). où r 
correspond au temps de résidence moyen dans le réacteur (voir Çquation 4-2) et 
E(0) = s E(t) 
Figure 5-15 Comparaison entre une courbe typique de DTS expérimentale (culture 
34, jour 49) et les courbes des biuréacteun idéaux CSTR et piston. 
On remarque sur la figure 5-15 que les courbes des deux modèles (CSTR et piston) ne 
reprtsrntent pas de façon satisfaisante le Comportement de la courbe expérimentale. 
Lorsque les modèles de réacteurs idéaux ne sont pas adéquats, on utilise souvent le 
modèle des réacteurs parfaitement mélangés en série et le modde de la dispersion 
niale de I'écoulement piston. 
Pour Ir modèle des CSTR en série. le nombre « n » de réacteurs en série (équation 
4 4 )  est calculé pour les données expérimentales: n = ? 1 d = 1 9 2 ~  1 10626 = 3.47. Et 
pour le modèle de dispersion axiale, on obtient Pe = 4.1 7 avec l'équation 4-7. La figure 
suivante compare une courbe de DTS expérimentale aux courbes des modèles de CSTR 
en skie et de dispersion auide. Ici encore. on remarque que ces modèles ne donnent pas 
une representlition adiquate de 13 courbe expérimentale. 
. CSTR série 
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Figure 5-16 Comparaison entre une courbe expérimentale typique (culture 34, 
jour 49) et les courbes des modèles de CTSR en série (n = 3,47) et de dispersion 
axiale (Pe = -l,l7). 
Le modèle des 2 CSTR en série de volumes différents permet d'ajuster les deux 
paramètres ri et r2. et ainsi d'obtenir une représentation conforme des courbes 
expérimentales. (voir la figure 5-1 7 où r, = 60 s et Q = 68 s et a = 50 s). II est à noter 
que quelques autres modèles hydrodynamiques à deux paramètres avec différents 
agencements de volumes morts. CSTR et réacteun piston ont été essayés pour tenter de 
représenter les courbes expérimentales. sans y parvenir aussi efficacement qu'avec le 
modde des 2 CSTR de volumes diffirents. 
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Figure 5-17 Comparaison entre une courbe de DTS expérimentale (culture 34, 
jour 49) et celle du modèle ji deux CSTR en série de volumes différents avec .ri = 60 
s et 22 = 68 s, 
De plus. la figure 5-18 montre que le modèle ii deux CSTR en sirie de volumes 
différents représente bien les courbes de DTS dçconvoluées. 
Temps ( s )  
Figure 5-18 Comparaison de 13 courbe de DTS di.convoluée du lit seul avec 
garnissages (culture 3.1, jour 49) avec celle du modèle ii deux CSTR de volumes 
différents avec TI = 10 s et T? = 25 S. 
I I  est probable que les modèles plus complexes d6veloppCs pour les colonnes j. 
garnissages. cités à la section 2.5. donneraient une meilleure représentation des courbes 
de DTS et permettraient une meilleure compr6hension phénoménologique. En effet. 
ces modèles tiennent compte du mélange lent du liquide statique absorbé dans le lit 
échangeant avec le liquide dynamique en écoulement piston. 
Cependant. ces modèles sont complexes puisqu'ils comportent 4 panmètres tandis que 
le modèle des 2 CSTR en série de volumes différents est satisfaisant pour donner une 
représentation simple et exacte des courbes expérimentales. En effrt. i l  permet 
d'identifier les paramètres ri et 52 et ainsi d'obtenir le nombre de Péclet. qui lui. Fournit 
une explication phhoménologique. II est donc préférable de regarder le modde à deux 
CSTR non comme un modèle strictement phénoménologiqur. mais comme un modèle 
d'utilisation simple qui permet certaines déductions. 
On peut quand meme proposer une explication phénomtbologique qui. tout en restant 
imparfaite. permet une représentation plus concrkte du modele. On place donc le 
premier réacteur de  la série en haut du réacteur pour qu'il repr6sente la prcmicre couche 
du lit. celle qui reçoit directement l'alimentation liquide par atornisrition. Le v«lurnc: de 
ce réacteur est petit et le melange rapide 3 cause de l'agitation c:iusCti par le liquide qui 
tombe sur le lit. Le second réacteur de la série est en dessous du premier. duquel il 
obtient son alimentation liquide par percolation. Son volume est plus important et Ic 
mélange est plus lent. 
j ~ 2 . 1  E C M O ~ S  
Dans le but de valider la méthode par injection de traceur. plusieurs expCriences 
N échelon » ont été effectuées sous différentes conditions d'opération et dans plusieurs 
bioréacteurs. Toutes les courbes échelons obtenues par expérimentation ont donné. une 
fois dérivées, une forme de courbe de DTS très semblable a celle des courbes de DTS 
(( injection » pour une même configuration. Ceci démontre que la méthode par 
injection de traceur est une méthode valide pour déterminer I'hydrodynamique des 
bioréacteun. La figure suivante montre un exemple de la similitude entre une courbe 
de DTS obtenue par injection et la dérivée d'une courbe de DTS obtenue par échelon. 
Temps (s) 
Figure 5-19 Comparaison entre une courbe DTS échelon dériv6e et une courbe 
DTS injection 
j.4.2.2 Représenta tiviti du motltYe de comportement poirr le système modèle 
L'observation des courbes déconvoluées du système rnodde montre qu'elles sont très 
bien représentées par le modele des deux CSTR en série de volumes différents. La 
figure 5-20 illustre un exemple représentatif de l'ensemble des courbes obtenues. Par 
contre. pour les lits d'une Çpaisseur de 18 cm. le rnodkle représente moins bien les 
courbes de DTS. 
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Figure 5-20 Comparaison entre le modèle des deux CSTR en série de volumes 
différents (.ri = 3 3 3 ,  T? = 46s) et une courbe de DTS déconvoluée du système 
modèle (DECJ53, épaisseur = 1,5 cm, débit de liquide = 0,J-l ml-s-', V/Q =268 s). 
La figure suivante donne les valeurs du premier moment gi calcul6 ii partir des valeurs 
de si et rr du modèle et de l'équation 4-12. On observe que le premier moment suit une 
fonction linéaire selon la relation suivante : 
Temps de résidence V/Q (s) 
Figure 5-21 Premier moment du modèle des 2 CSTR en série de volumes différents 
calculé partir de .ri et T~ en fonction du temps de résidence VIQ pour le modèle 
pour le système modèle. 
blalheureusement. plusieurs courbes de DTS sont impossibles à déconvoluer. Les 
valeurs de ri et sz ne sont donc pas disponibles pour toutes les conditions d'opération. 
mais les données de tous les essais hydrodynmiques qui ont Çté faits sont Fournies en 
annexe D, 
(1 est à noter que le debit de liquide conduisant au noyage de 118 cm de systime modèle 
a été mesuré à 1 56 Lmin'' -m". 
j. 4 2.3 Rrprisentativitt: du mo&k de comportement pour le lit de racines 
Le modèle des deux CSTR en série de volumes différents représente assez bien les 
courbes diconvoluées du lit de racines (exemple figure 5-22). mais moins efEcacement 
que le système modèle. puisqu'il s'agit de cultures vivantes et donc moins uniformes. 
On obtient les valeurs du premier moment d partir de ri et tr en hnction du temps de 
résidence (figure 5-23). ce qui donne : 
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Figure 5-22 Comparaison entre le modèle des deux CSTR en série de volumes 
différents (ri = 8 s, ~2 = 120 s) et I i  courbe de DTS déconvoluée d'un lit de racines 
(LitDeclO, cult. 29, jour 16, épais. 3 cm, débit de liquide = 0,7 ml-s", V/Q = 407 s). 
600 1- - r,, = 0.1 VIQ 
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Figure 5-23 Premier moment du modèle des 2 CSTR en série de volumes différents 
c;iiculé ii p;irtir de q et 52 en fonction du temps de résidence V f Q  pour le lit de 
racines. 
j.4.2.4 Rt.prt!sen,cirivire;uii dt motléle de comporren~eni pour Ir lit de rmines avec 
gmkwiges 
Le modiiie des 2 CSTR en série de volumes différents simule bien le comportement des 
courbes déconvoluées des cul turcs de racines sur garnissages (exemple figure 5-2 4). 
On obtient des valeurs de premier moment très disparates (figure 5 -29  mais il est 
quand même possible de dégager une tendance en fonction du temps de culture (ige de 
la  culture) : 
s~~ = 1.3 * (temps de culture) ( 5-1) 
On peut expliquer ces valeurs très disparates par Ic fait que cette culture sur garnissages 
présentait une structure très hCtCrogène avec des amas de racines concentrés en haut du 
biorélicteur et à plusieurs autres endroits au centre. 
Temps ( s )  
Figure 5-24 Comparaison entre le modèle des deux CSTR en série de volumes 
différents (r1 = 8 S. Q = 38 s, a = 18 s) et la courbe de DTS déconvoluée d'un lit de 
racines sur garnissages (2ODec8, culture 34, jour 63,0,7 ml-8).  
200 1 I I I - - 
- r,, = 1.3 * (temps de culture) 
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Figure 5-25 Premier moment du modèle des 2 CSTR en série de volumes différents 
calculé 9 partir de TI et T? en fonction du temps de culture pour le lit avec 
garnissages. 
Des essais hydrodynamiques ont été accomplis dans Ir bioréacteur de 20 L avec des 
garnissages vides. Une expérience semblable faite par Carvalho et Curtis ( 19%) dans 
un bioréacteur à convection forcke (submergé) avec garnissages vides avait permis 
d'obtenir 47 réacteurs en skie par le modèle des CSTR en serie. ce qui se rapproche 
beaucoup d'un ecoulement piston idéal. Avec l'équation 4 4 .  on calcule le nombre de 
réacteurs en serie à partir des courbes de  DTS. et on obtient entre 2 et 5 réacteurs en 
série pour les 7 essais réalisés. II est à remarquer que les débits des essais faits par 
Carvalho et Curtis variaient de 2.25 à 28.8 m ~ - S - '  dors que les débits de liquide dans le 
bioréacteur h garnissages étaient de 0.5 à 0.9 m ~ - S - ' .  Une autre expérience faite par 
Michel1 et Furzer (1972) dans un reacteur ruisselant avec des garnissages de 1" 
(anneaux (( Lessing n) a permis d'obtenir des Pe entre 0.1 et 0.4 pour des debits entre 
200 et 1600 m ~ d .  Cet ordre de grandeur indique un grand Cçan par rapport à 
Iëcoulrment piston. même pour une colonne à garnissages vides de 2.1 m de hauteur et 
0.6 m de diamktre et un grand débit de liquide. 
Des essais dans un très petit rkcteur ont été faits dans le but de faire ressortir Ics effets 
de parois. Les trois figures suivantes comparent les courbes de DTS du s>stkme modèle 
pour trois diamettes de réacteur et deux épaisseurs de lit. En augmentant Ir diametre du 
réacteur et l'épaisseur du lit. on voit que l'écoulement dans le rCacteur avec Ir systerne 
modèle se dif'ferencie de l'écoulement ji vide. Pour le réacteur de 1 1 cm de dinmktre et 
un lit de 1.5 cm d'ipaisseur. on voit que I'icoulement est tri% proche de I'icoulrment 
du réacteur 5 vide. 
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Figure 5-26 Comparaison entre les courbe de DTS pour le système modèle dans un 
bioréactcur de 2,6 cm de diamètre pour un débit de liquide de 0,l rn~ss''. 
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Figure 5-27 Compnrnison entre les courbe de DTS pour le système modèle dans un 
bioréacteur de 11 cm de diamètre pour un débit de liquide de 0,7 m ~ d .  
Figure 5-28 Compnrrison entre les courbe de DTS pour le système modèle dans un 
biorfacteur de 25 cm de diamètre pour un débit de liquide de 0.7 m ~ d .  
5.4.3 Nombre de Pe 
A partir des courbes expérimentales déconvoluées et g i c e  aux prüamètres du modèle 
des deux CSTR de volumes diffërents. on obtient les nombres de Péclet selon 
différentes conditions opératoires. Toutes les valeurs des nombres de Péclet sont 
fournies i l'annexe D. 
La figure 5-29 présente le nombre de Péclet pour le système modèle en fonction du 
temps de résidence V/Q. On remarque que les Pe sont faibles. ce qui indique une 
dispersion très rapide du traceur et un grand éloignement par rapport i un écoulement 
piston. De plus. en regardant les valeurs de Pe dans I'annexe D. on voit que l'effet du 
volume sur le Pe est beaucoup plus important que l'effet du débit de liquide. et le Pe est 
donc directement fonction du volume du lit. 
Temps de risidence V/Q (s) 
Figure 3-29 Nombre de Péclet en fonction du temps de résidence pour le système 
modèle 
La tigure suivante présente le nombre de Péclet en fonction de Iëpaisseur d'un lit 
composé seulement de mines.  On remarque ici encore que les Pe sont faibles et qu'ils 
augmentent avec IYpaisseur du lit. comme pour le système modèle. D'ailleurs, en 
comparant les Pe du lit par rapport aux Pe du système modèle en fonction des temps de 
résidence (figure 5-3 1 ). on observe que les Pe du l i t  sont du meme ordre de grandeur et 
suivent la meme tendance que les Pci du système modéle. 
Epaisscur (cm) 
Figure 5-30 Nombre de Péclet en fonction de l'épaisseur d'un lit de racines 
Temps de rksidence VIQ ( s )  
Figure 5-31 Comparaison du nombre de Pe en fonction du temps de résidence du 
lit de racines par rapport au système modèle 
Dans le cas du lit de racines avec garnissages. les nombres de Péçlct sont infirieurs à 1 
(figure 5-32). ce qui confime que I'écoulrment dans le bioréacteur est loin d'un 
écoulement piston. 
Temps de culture (j) 
Figure 5-32 Nombre de Pe en fonction du temps de culture pour un l i t  de racines 
avec garnissages 
5.4.1 Temps de mélange 
On calcule le temps de mélange pour chaque courbe de DTS expérimentale non 
déconvoluée tel qu'expliqué dans la section 4.4 Toutes les vûleurs des temps de 
rn61ange sont Fournies i I'annexe D. La tigure 5-33 présente un résumé de tous les 
essais etTectu6s sur le système modèle. Les conditions de ces essais varient d'un 
diamètre de 2.5 3 25 cm. d'un debit de liquide de 0.1 i 1 m ~ - s - '  et d'une épaisseur de lit 
de 1.5 i 18 cm. Sur cette figure. on observe que la courbe est relativement Gtroite et 
qu'il existe une corrélation. On peut relier le temps de mélange au temps de rksidence 
V/Q avec un coefficient de determination de 84% par la relation suivante : 
Temps de mélange = 9.3 (V/Q) '.'-' ( 5-5) 
Cette courbe s'aïere etre un outil de design de grande importance. En effet. elle permet 
de choisir les conditions opératoires idéales de culture afin d'obtenir des temps de 
mélange Faibles qui  permettent de fournir un milieu toujours frais au plus grand nombre 
de racines. Pour obtenir un faible temps de mélange. i l  Iàui minimiser VIQ. Par 
exemple pour V/Q = 500 S .  on obtient un debit de 40 rn~-s- '  pour un lit de 10 L. 
Temps de résidence V/Q (s) 
Figure 5-33 Temps de mélange en fonction du temps de résidence pour le système 
modèle 
La figure 5-34 présente les temps de mélange des lits de racines comparés au système 
modele. Pour les temps de mélange du système modèle. seules les valeurs 
correspondant aux conditions de culture ont Cté prises en compte. soit un bioréacteur de 
10 cm de diarnetre et un dCbit de 0.7 m ~ d .  On y remarque une grande différence 
entre les courbes. malgré les efforts consentis pour trouver un systPmr modèle 
comportant les mêmes caractiristiques que Ir lit de mines .  De plus. on note de ipiides 
variations enire les cultures. On peut tout de mtmr observer en génCral la tendance 
croissante du temps de mklnnge en fonction de I'Cpaisseur du lit dans le cris des racines 
comme dans celui du système modde. 
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1000 1 ~icines .  culture 27 
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Figure 5-34 Comparaison entre les temps de mélange du système modèle et des 
cultures de racines en fonction de l'épaisseur du lit 
Plusieurs hcteurs expliquent la grande diffkrence entre les temps de mélange du 
système modèle et ceux des lits de racines. Tout d'abord. les racines ayant poussé en lit 
dans un bioréacteur sont probablement très differentes des racines provenant des 
Flacons agités qui ont servi i choisir le système modèle. ce qui a pu conduire à un 
mauvais choix. Deuxièmement, lors du choix du système modèle. les variables utilisées 
comme critères de sélection étaient les rétentions liquide et gazeuse en mode submergé. 
ce qui n'itait peut-étre pas les meilleurs critères. La rétention liquide dynamique en 
mode percolation aurait probablement permis d'avoir un critère de sélection encore plus 
pointu quoique. lors des essais. la mesure de In perméabilité dynamique semblait 
amplement su fisante. 
Une autre explication de ces écarts est également possible. En comparant les courbes 
de DTS des lits de ncines à celles du système modklc (annexe E). on remarque que les 
courbes des lits de racines prçsentent des tninérs beaucoup plus importantes. Ceci est 
probablement dû au fait que les racines absorbent le traceur salin très rapidement après 
l'injection et le relarguent lentement 5 mesure que le liquide statique ambiant en est 
Iavt. Par ailleurs. cette absorption rapide du traceur par les racines provoque un 
dCbnlnncement dans leur equilibre osmotique. I I  est donc possible qu'une racine qui 
triiverse de bas en haut le lit exsude des ions dans le bas du bioréacteur pour 
contrebalancer le dçséquilibre osmotique provenant du haut du biorcixteur. Cet effet 
pourrait donc induire des temps de melange beaucoup plus rapides dans les lits de 
racines à cause de ce pseudo transport interne d'ions. 
La tigure suivante présente une comparaison entre les temps de mélange du système 
modèle et des racines avec garnissages. pour des bioréacteurs de 25 cm de diamètre et 
un débit de liquide de 0.7 m ~ d .  Le temps de mélange pour les ncines avec 
garnissages est présenté seulement en fonction du temps de culture puisqu'il n'y a pas 
vraiment d'épaisseur de lit (les racines étant distribuées dans tout Ic volume du 
bioréncteur par les garnissages). 
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Figure 5-35 Temps de mélange pour un lit de racines avec garnissages en fonction 
du temps de culture et dans le cas du système modèle, en fonction de l'épaisseur 
Ici encore. on observe une diffërence marquée entre le comportement des racines et 
celui du système modèle. On voit dans les deux cos se dégager très clairement la même 
tendance d'augmentation du temps de mélange. On peut aussi dire que la tendance du 
temps de mélange pour le système modèle est environ le double du temps de mélange 
noté dans le cas des racines avec garnissages. Cet écart peut facilement s'expliquer par 
la différence de structure entre le système modèle et le lit de racines avec garnissages. 
En effet. le système modèle présente une stnxcture globale très homogene contrairement 
au lit de racines avec garnissages qui est très hétérogène. avec des amas de racines à 
plusieurs endroits du bioréacteur. surtout au centre. La partir sup6rieure du bioréacteur 
est couverte par un lit de racines qui devient plus dense vers la fin de la culture. De la 
mcmc îàqon que pour le Iit de racines simple. ceci explique le plafonnement de la 
courbe du temps de melange en tin de culture. Une nouvelle culture serait utile pour 
dimontrer avec certitude que le systhme modde peut reprisenter le comportement d'un 
bioréacteur de racines ü garnissages. 
.-\fin d'illustrer Iri variabilitti inh6rente aux cultures sur garnissages. la figure 5-36 
presentr Ir. temps de mklünpe de diffirentes cultures de racines avec garnissages et ce. 
pour plusieurs rcplicats. Trois diff6rents types de garnissages ont eté utilisés dans un 
bioréacteur de 10 cm de dirimtitre. Les temps de melange varient çnndcment d'une 
culture à l'mitre selon Iri façon dont les racines sont accrochCrs aux garnissages. Cette 
variabilité peut Cire minimiset: par une mise à I'~çhelle du bioréacteur. car I'effet de  la 
paroi et celui de I'inoculntion sr trouvent ainsi diminués (l'inoculation des petits 
bioréncteurs est trés difficile puisque les racines ont tendance à tomber au fond du 
biorkcteur sous les secousses des manipulations). 
Figure 5-36 Temps de mélange pour différentes cultures sur garnissages. Volume 
du bioréacteur égal î I J  L pour les garnissages de 1" et 2.4 L pour les garnissages 
La tigiire 5-37 compare les temps de mélange pour deux modes d'alimentation liquide 
dans un réacteur avec système modèle. On y observe que le mode d'alimentation 
aléatoire « goutte à goutte » entraine des temps de  melange plus élevés que le mode 
d'alimentation brouillard. Ainsi. une moins bonne distribution fournit un mélange de 
liquide moins efficace dans le lit. I I  est donc important de favoriser la meilleure 
distribution du liquide possible afin de diminuer les temps de mélange. 
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Figure 5-37 Temps de mélange en fonction du débit de liquide pour deux modes 
d'alimentation liquide pour le système modèle (épaisseur = 1,s cm). 
5 . 4 .  Transfert d'oxygéne 
Des essais ont été etrectués afin de mesurer le coefficient de transfert d'oxygène dans le 
système modkle pour différentes hauteurs de lit et différents débits de liquide et dnns un 
lit de racines pour différentes hauteurs de lit. On retrouve en annexes G et H les 
données brutes de transfert d'oxygène. 
bfalheureusement. la plupart des coefficients de transfert d'oxygène n'ont pu être 
calculés 3 partir des modèles 4-16 et 4-21. En effet. la rkponse des essais 
expérimentaux était tres lente. beaucoup plus lente que la dynamique des moddes. d'ou 
I'impossibilité d'utiliser ces modèles pour trouver les coefficients de transfert 
d'oxygène. 
Aiin Je traiter ces données exptirimentales. i l  faudrait modifier Ir modele pour tenir 
compte du fait que C* n'cst probablement pas constant dans le temps. En effet. puisque 
l'alimentation gazeuse n'dait pas à contre-courant. le gaz 5 l'intérieur du lit devait 6tre 
assez loin de la saturation. et donc I'echange entre le gaz et Ic 1 iquide statique beaucoup 
moins important que ne le prévoir les rnodiilrs. 
Pour les expt!riences i venir. i l  Faudrait amdiorcr l'alimentation gazeuse afin d'avoir un 
C* constant dans le temps et dans Ir volume Ju riacteur et de pouvoir utiliser les 
modèles développks. 
CHAPITRE 6 - CONCLUSIONS ET RECOMMANDATIONS 
6.1 CONCLUSIONS 
Ces travaux de maîtrise proposaient de contribuer au développement d'un bioréac teur à 
garnissages pour la culture de racines transformées. Dans ce but, quatre étapes ont été 
nécessaires : 
i l'identification d'un système modèle non vivant capable de remplacer adéquatement 
les racines de carotte, 
i le choix d'un garnissage comme support de culture, 
> la caractérisation du développement spatial des racines en croissance sur les 
garnissages et enfin sur 
> l'étude de l'hydrodynamique du bioréacteur. 
La revue de la littérature a montré l'intérêt pour les cultures de racines transformées et 
la dificulté de concevoir un bioréacteur qui convienne parfaitement à ce type culture. 
Elle a également mis en lumière les avantages du bioréacteur ruisselant avec 
gamissages qui a été utilisé dans cette étude. 
La première partie de l'analyse des résuitats a pemiis d'identifier un modele non vivant 
ayant les même caractéristiques qu'un lit de racines de carotte provenant d'un flacon 
agite. II s'agit de la corde de jute coupée en bouts de 8 à 10 cm, séparés en leurs trois 
brins et f k ç o ~ d s  en petites boules pour donner une densité de lit de 0,16 gmnL-l. Le 
choix de ce matériau a Pté basé sur la comparaison des caractéristiques 
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liquide et gazeuse et de perméabilité des différents systèmes itudiks. Les valeurs de 
réference utilisées pour la comparaison ont été mesurees sur un lit de racines cultivées 
en flacon agité d'une densité de 0.6 a 0.7 g - r n ~ - '  WW où la porositk était égale 3 0.14 
gg". la rétention liquide statique entre 0.76 et 0.82 g g - l  et Ici perméabilitk entre 2.2 x 
IO"" et J .u IO-'' m2. 
La deuxième partie de ['analyse a semi identifier le garnissage qui tàvorisc le mieux 
Ic d6vrloppement des cultures vivantes en biorgacteur. Deux types de garnissrigcs de 
deux grandeurs différentes ont GtC testés en culture et la dleçtion s'est hite selon les 
çritkres suivants: la qualité de l'accrochage des ncines sur le garnissage. la distribution 
des racines dans le biorkacteur et le degrci de remplissage dans le garnissage. Lc 
eamissage qui s'est montre le plus performant est le Trypock de 7" de diamttrr. * 
Cette 6tape de la recherche a egalement servi à mettre en Iumiere l'importance de la 
qualité de l'inoculation du bioréacteur pour favoriser l'accrochage et la distribution des 
racines dans le bioréacteur. De petits inocula sont à conseiller puisqu'ils permettent de 
développer un li t  plus uniforme et moins dense. 
La troisième partie de la recherche a été consacrée à l'étude de la distribution spatiale 
des ncines sur Ir garnissage durant les différentes étapes de leur croissance. Pour les 
deux expériences réalisées. les racines se sont développées suivant la même tendance. 
c'est-à-dire qu'elles ont tout d'abord utilisé l'ensemble de lkpace  latéral à leur 
disposition. puis le lit s'est densitié. Durant Ir développement latéral. les racines se 
dirigent vers le bas. mais dès que le l i t  se densifie un peu, elles s'orientent davantage 
vers le haut où les nutriments frais se retrouvent en plus grande abondance. 
La quatrierne partie de I'ûnalyse des résultats û permis de démontrer que. pour tous les 
systémes etudiks. qu'il s'agisse des cultures de racines ou du modèle non vivant. 
l'hydrodynamique du système suit le rnodéle des deux réacteurs parfaitement agités 
(CSTR) en serie de volumes diffknts. Le dkveloppemcnt d'une méthode de 
déconvolution des courbes de distribution des temps de stijour (DTS) a de plus permis 
de dissocier I'effet des parois du réacteur de l'effet du lit. 
Par ailleurs. des courbes de DTS (( icheIon )) ont ité réalisées sur les cultures atin de 
valider la methode par <( injection » de traceur. Une fois dirivées. ces courbes khelons 
ont montré une grGuide similitude avec les courbes injection. Les mithodes 
expérimentales utilisées dans cette recherche semblent donc satisfaisantes. 
La c inquihe section de ce travail a été consacrée à I'ktude du nombre de Péclet (Pe) 
calculé à partir des paramètres ri et TZ du modèle des 2 CSTR en série de volumes 
différents. Dans les trois cas itudiés. soient le système modèle, le lit de racines et le lit 
de ncines sur garnissages. les Pe obtenus sont du même ordre de &gimdeur et petits. en 
bas de 10. ce qui dénote une dispersion rapide du traceur et un écart important par 
rapport à l'écoulement piston. 
La sixième étape de ce projet a porté sur I'étude des temps de mélange dans les 
bioréacteurs à partir de l'analyse des courbes de DTS. Une corrélation entre le temps 
de mélange et le temps de résidence (volumddébit) a d'abord été etablie pour le 
système modde : temps = 9.3 (v/Q)? De plus. il a ité observé que le mode 
d'alimentation par atomisation favorise un mélange plus efficace du liquide dans le 
bioréacteur que le mode du goutte j. goutte alhtoire. Par ailleurs. les temps de mélange 
du lit de racines sans garnissage se sont rivirés très diffiirents de ceux du systkme 
rnodéle. Quant à I'&udç du lit de racines sur garnissages. on a observe que les temps de 
mélange de ce système Gtaient deux fois plus courts environ que ceux du système 
modkle. De plus. il faut souligner que les temps de milange varient considt'rablement 
d'une culture i I'autre selon la répartition et l'accrochage des racines dans Ir 
bioréacteur. 
Enfin. i l  est à noter que I'etude hydrodynamique des systèmes a nécessité la préparation 
de nombreuses cultures. Par exemple. pour un lit de racines de carotte sans garnissage 
dans un bioréacteur de 3.6 LI il a fallu 90 jours de culture pour atteindre une densité de 
0.6 g - m ~ "  WW et une masse finale de 81 1 g WW. Et pour un lit de racines sur 
garnissages dans un bioréacteur de 20 L. une masse de 626 g WW a été obtenue après 
58 jours de culture. 
La septième section de ce travail ii ité consacrée à l'Aude du transfert d'oxygène. Un 
modèle de transfert d'oxygène a eté développe mais il a d é  impossible de l'utiliser pour 
trouver les coefticients de transfert d'oxygene. En effet. l'alimrntation gazeuse nëtait 
pas adéquate lors des expériences. ce qui a provoqué des réponses trop lentes pour que 
le modèle puisse etre utilisé. 
A u  terme de cette recherche. i l  semble appropriti Je suggkr  que les modifications 
suivantes soient ûpport2es au design du bioréacteur. lors d'rxp~rimt.ntciiions futures. 
afin Je Favoriser la croissnnce des racines. Tout d'abord. l'alimentation gazeuse i 
contre courant en differrnts points &ans le bior6ricteur (afin d'obtenir un C* constant) 
t'ûvorissrriit le transfert d'owg6ne dans Ir système. De plus. il serait important Je 
trom*er une méthode d'inoculation facile à mettre à I'Çchelle rit qui permette aux racines 
de rester bien en place sur les garnissages durant l'expénmentûtion. Cette méthode 
permettrait de maximiser la distribution des racines dans le bioréacteur ainsi que le 
remplissage des garnissages. Une solution à envisager pourrait Stre d0opCrer le 
biorécicteur comme une colonne à bulles durant quelques jours après hoculation 
(Ramalaishan et al.. 1994) ou encore d'inoculer le bioréacteur avec des _garnissages 
dans lesquels des racines senient déjà en croissance. 
I I  serait également intéressant de poursuivre le travail exploratoire de la présente 
recherche en faisant des essais hydrodynamiques supplémentaires sur les cultures de 
racines sur garnissages afin d'établir avec certitude la comparaison entre le 
comportement du bioréacteur et le système modèle. 
L'itude du transfert d'oxygène ttant restée incomplète. i l  serait très approprie de la 
poursuivre. A h  d'utiliser les données expérimentales de cette recherche. i l  Faudrait 
modifier Ir modèle developpé afin d'avoir une concentration en oxygene dans Ir gaz C* 
variable dans le temps. ce qui  permettrait de rripproclier le modkle des conditions rGrlles 
d'èsptirimentation. Une b i s  le nouveau modi.lri valide avec les courbes du systemc 
modt.lr. les courbes du lit de racines pourraient etrr traitées en tenant compte de la 
respiration. Ainsi. i l  serait possible de calculer des ipaisseurs de lit ou des masses de 
racines maximales pour différentes conditions de culture. Pour les prochaines 
expt3-iences. i l  Faudrait accorder une attention spéciale à l'alimentation gazeuse afin 
d'avoir un C* constant dans le temps et le volume du bioréacteur. 
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ANNEXES A - CO~IPOSITION DES AlILIEUX 
Composition des milieux Minimum (Min) et Modified White (MW). Le milieu hlin 3s 3N IO P 
contient trois fois la concentration en sucrose, trois fois la concentration en calcium et 10 fois la 





hlgSO~*7 H20 13.6 g 1 dans 500 rnL 1 Prendre 25 mL/L 1 
Thiamine 50 mg I I 
KNOl 1.6 g 
KCI 1.3 g 
Ca(NO~) î*JH~O 28.8 g 
Glycine I ,5 g 
Pyridoxine 50 mg I l I 
dans 500 rnL 
dans 500 ml, 
Prendre 5 mL/L 
Prendre 1 mL/L 
lnositol 75 g 
KI 375 mg 
H;BO3 0.75 g 
CuSO.r*jH?O 65 mg 
Na2bb0,*2H20 1.2 mg 
FcSOJ-EDTA 4.3 g 
Min KH2POd 0.48 g 
dans 500 mL 
M W  NaH$'OE3izO 0.2 15 g 
Prendre I tnL~ L 
dans 1 L 
dans 100 mL 
Na2S04* 1 OHIO 4-5 3 g 
Prendre 1 .S6 mLiL 
Prendre 1 mL/L 
dans 100 rnL 
Min 10 g/'L 
hl W 30 g'L 
Prendre 1 O mL/L 



















2st dense mais le reste forme 






Très solide. La chute 
ne dérange pas. Pour 
séparer deux pack. en 










Tres bon accrochage, 
1 ?& de perte i chaque 
chute. 
Beau lit tres 
uniforme. 
sous le lit 
un peu 
fonc6. 
Les ncines sont tres 
solidement 
accrochSes: 1 b de 
perte i chaque chute 
bloins solide 
lorsqu'on arrache du 
lit. Beaucoup de 
ncines restent libres 
lorsqu'on tire. 
Très peu de colonisation. En sepannt les pack, 
Beaucoup de racines seuls quelques brins 
sur la grille. restent sur les pack. 
Beaucoup de mines Beaucoup de 
sur la grille du fond. racines mortes 
sur le dessiis. 
Le 3 4  des ncines est Au centre Trks accroch&s; la 
dans le fond. sur la et sur le chute n'affecte pas: 
grille; Présence d'un dessus. s'enlkvent quand 
noyau extra dense vieilles même facilement des 
d'un volume d'un TP racines pack car peu dense. 
1 " d'une masse de mortes. Aucune diffsrence 
8.3 8g -noires entre les TP et les PR. 
Très peu de colonisation. Très peu 
47 g de racines juste sur le d'accrochage. 
grillage beaucoup moins que 
sur les pack, 
Bon accrochage. la 
chute n'affecte pas. 
iemplissage 
7 ; ?osa: 2 < 
500i0; j 
1 OO0'o 
1 = 30°0; 1 -* 
FOO/,,; S -; 
1 0o0'0: 2 = 
1 OoO 0 
j = 5096; 3 < 
10ooto: 12 = 
1 oo0'a 
Pris dense: I 
= 500'0; 4:. 
5009: -1 -. 
IOO%: 9 = 
1 ooO 0 ;  
Dense: 6 = 
1 ooO/o 
)O -. 100; $ < 
20°b 
$ < 10'0: 4 -c 
70°'0: 1 < 
1 ooO/o 
4 = O06: 7 < 
106: 2 < 20 
0'0: -1 < 50°6; 
1 = jO?b; 3 = 
1 0096: PR 2 
= 5099 















TP : Tri pack 
PR : Pal1 ring 
dense uni forme 
1 10.62 Pris trés dense. beau 
l i t  tiriifornie 
(:&ce 3u petit 
inoculurn ). 
Accrochage 
accrochage des PR 
que des TP 
MSme les racines 
remplies i 20°6 ont 
des mines un peu 
partout et sont 
so lidement 
accroch2es. 
i3.77 Tiens bien m a l p i  
tout. 5 O'o de perte ji 
chaque chute 
12 Entre Z et jO/O de 
perte 3 chaque chute 
Remplissage 
2 = ?job: j= 
50'o: 2 < 
1 OOO/o: 7 = 
1 OoO O 
I=O:l- 
I0o: 1 < 
20°0: 1 = 
2 50.0: 3 = 
50°'o: J < 
1Otl06; 7 = 
1 00' O: PR: l 
= 1 ooOo: 1 = 
7j0b 
2 %  1°0:7- 
20°0: I = 
2500: 6 = 
30°0: 1 = 
7 job: 2 c 
1 0o0 O; 2 = 
1 00°6: PR: 1 
I Ofo. 1 = 
1 OoO 0 
1 -: IO*; 2 = 
5O00 (pris 
dense): 1 = 
1 OO0O (au 
3;J dense) 
1": 4 = 
1OO0'o: 2": 2 
= 500'0: 1 = 
1 0O04l 
Pla. : inoculation placée 
l é  :inoculation aléatoire 
Correspondance des numéros de culture avec les essais de l'analyse factorielle. 
ANNEXES C - CALCULS POUR L'ANALYSE FACTORIELLE 
Calcul des contrastes. des sommes des carrés et des effets pour le plan factoriel du 
choix de garnissage 
ANNEXES D - DONNEES HYDRODYNARIIQUES 
D T S I S J ~ I  
DTS18Jl2 
DTS18J13 
DTS 1833 1 
DTS 1 SJ32 
DTS IN33  
DTS 18J5 1 
DTS 18552 
DTS 18JS3 






































10874.81 2060.0 767356.0 
1306253.0 
865755.0 












































Système modèle, alimentation gouttes à gouttes al6atoire 






10,01 I .5 (Racines 
1.5 Jute 
10.0 1.5 Racines j CLM1 I 3 I R ~ C ~ ~ ~ S  
1.5 Racines 
l .S Jute 
I .5 Racines 
1.5 Racines 
I ~ i t  de racines 
LitlnjV I I 1.0 vide Vide 
LitlniV:! 1 I .O vide Vide 
LitlnjV3 II.Ovide Vide 
Litlnj3 Litdec3 27-C 
Lit1nj.l Litdec-l 27.C 
LitlnjS litdec5 I 1.0 27.C 
Litlnj6 Litdec6 1 I .O 2,O 27,C 
Litlnj7 Litdec7 1 1.0 2.0 27,C 
Lit h i 8  Litdecg 1 1.0 2.0 27.C 
Litlnj 19 Litdec19 1 1.0 2.0 27,C 
Litlnj9 Litdec9 11.0 3.0 29.C 
Litlnj 10 Litdec 10 1 1.0 3.0 29,C 
Litlnj I 1 Litdec 1 l 11.0 3.0 29 ,C 
LitInj 12 Litdec12 1 1,O 4.0 29,C 
LitInj 13 Litdecl 3 I 1,0 4.0 29.C 
LitInil4 Litdec14 11-0 4.0 29-C 
Litlnj 15 Litdecl 5 1 1 ,O 5.01 29,C 
Litlnj 16 Litdecl6 1 1,O 5.01 29,C 
Litlnj39 Litdec39 1 1 ,O 9.0 33.0 
Litlnj-10 Litdcc4O 1 1.0 8.5 3 3 .O 
Lit EctiZ 11.0 4.0 29.0 
' ~ i t E c h 3  11.0 5.0 29.0 
Serlnj I 2.6 7.0 30.0 
Ser InjZ 2.6 7.0 30.0 
Serlnj3 2.6 7.0 3 0.0 
I I I 
Lit d e  racines sur garnissages 
I I I I 
2OlnjV l 23.5 Vide 
201njV2 23,5 Vide 
ZOlnjV3 23.5 Vide 
Z0lnjV-l 23.5 Pack Vides 
ZOlnjVS 23.5 Pack Vides 
ZOlniV6 23.5 l ~ a c k  Vides 
IZ0hjV7 1 1 23.51 l ~ a c k  Vides 
2OInjV8 23.5 Pack Vides 
201njV9 23.5 Pack Vides 
2OlnjV 1 O 23.5 I ~ r i c k  Vides 
ZOInjV 1 2 23.5 Pack Vides 
201njV 1 3 23,5 Pack Vides 
20IniV 15 23.5 Vide 
2OInjV 16 23.5 Vide 
tOlnjV17 23.5 Vide 
ZOIniV 18 23.5 Vide 
2OlnjV 19 23.5 Vide 
201njV20 -- 3: . j Vide 






vo~ué (cm) (cm) I 
201niV2 1 23.5 Vide 
Lit de racines sur garnissages (essais hydrodynamiques lors des cultures pour Ir: choix 
de garnissage) 
~ n o c u -  Racines Jour tm fs) 
la t ion 
aléatoire 128 4 l 
sigma2 Tmélange 
,s2, 
placée 112 139 
placée 112 145 
placée myco 69 176 
placée myco 69 133 
P x 2 4  I nj I 
PacZ-l l nj2 
PricZ4lnj3 
Pac l8Ech 
aléatoire myco 69 119 
aléatoire mvco 69 82 
Courbes de DTS déconvoluées (nombre de Péclet. TAI. & C ~ I C U I ~ S  à partir de si et T? 
























DEC I SJ5 1 
DEC 18552 
DEC I SJ53 
DEC-ILH I 










Litdec I O 

































































































































































































































































































2ODec i O 
CODec I 1 
P x 8  Dec I 
P x 8  Dec3 
P x  18DeI 
Pric I 8 De2 



























































28.4 1 298.5 
30,0l 34 ,O 
16.01 1 0,7 


















































































































1 . 1  
0.9 
1 ,J 
















-.- 7 -7 
33.01 42 1 .O 3.9 
7388 4. 1 
ANNEXES E - COURBES DE DTS : E(T) EN FONCTION DU TEhIPS 
1 
1 DTSJ 15 
1 0,0012 , 
- 5 -  lm. .-.iX!-2QO--X-L 
b '(1) 4Y) fin- 41.001 - ------ - run _$o 
- -1 
I DTSl SJ I I MSIBJ12 
DTS 1 S J 5  1 
0.002 
DTS I SJ33 
0 . p  , 1 





l DTS I S I S <  i 
- -- - -  - -i 




DTS 1 SJS 
I I DTSV 13 i 
D T S V S I  ! 1 DTSVC3 1 
::q, O.Q? ?* J 
roi 1 : % 
O L* 
TROI I 
0.005 3 1 











I Lit! nj7 7 
I '!!' r- . -  - 1 




O 500 1000 1500 100 
Lablnjl I 
1 O . O O l 5  1 









ANNEXES F - COURBES DE DTS DECONVOLUEES ET 
MODÈLE DES 2 CSTR EN SÉRIE DE VOLUMES DIFFÉRENTS 
O 200 100 POO aoo i 
.-  - - -  1 
I O 50 tao 150 200 / 
- - 




r- DcclSJJI -7 1 D t s  l YJS' 
l Dcr l SJ!? 
1 
I O 100 ZOO 300 400 / 
O 200 do0 600 a00 / 




ANNEXES G - DONNÉES DE TRANSFERT D'OXYCÈNE 
Système modde 
I 
02VI 1 Brouillard Vide O 0,43 2 0.1 1 1 
0 2 ~  1 Z Brouillard Vide O 0,4284 0.11 1 
0 2 ~  14' ~rouillrird' vide' 0' 0.576' 0.069 
02V3 1 Brouillard Vide O 1 .O8 0,042 
02V32 Brouillard Vide 0 1 ,O8 0.042 
02V53 Braui 1 lard Vide O 1 ,O8 0.042 
02V94 Brouillard Vide O 3.6 0.0 14 
0 3 / 9 5  Brouillard Vide O 3.6 0.0 1 4 
0215JIT Brouillard Jute 1.5 1.944 0.222 
0215513 Brouillard Jute I .5 0.54 0.222 
0215J14 Brouillard Jute 1.5 1.944 0.722 
0 2  1553 1 Brouillard Jute 1 .5 1 .O44 0,069 
0 2  15532 Brouillard Jute 1.5 1.185 0.06 1 
021  5541 Brouillard Jute 1.5 1.44 0.049 
OZ 1 ZJ42 Brouillard Jute 1.5 1 .J76 0.049 
0 2  1555 1 Brouillard Jute 1.5 1.728 0.03 5 
0215J91 Brouillard Jute 1 .S 3.276 0.02 1 
OZ 1394 Brouillard Jute 1.5 5.6 0.0 14 
0265 1 1 Brouillard Jute 6 0.46S 0.444 
026J 1 Z Brouillard Jute 6 0.468 0.444 
0265 13 Brouillard Jute 6 0.437 0,444 
026J 14 Brouillard Jute 6 0.396 0.444 
O2653 1 Brouillard Jute 6 1.1 16 O. 16C 
026J5 1 Brouillrisd Jute 6 1.908 
026J52 Brouillard Jute 6 1 .S 0.1 1 1  
0265 7 1 Brouillard Jute 6 2.7 0,097 
- - -. 
021851 1 Brouillard Jute 18 0.6 12 0.36 1 
0218J12 Brouillard Jute 18 0.6 12 0.3 3 2 
0318513 Brouillard Jute1 18 0,576 0.36 1 
0 3  1853 1 Brouillard Jute1 18 0.973 0.36 1 
0 2  1 8532 Brouillard Jute1 18 0,972 
Fichier Alimentation ViddJute Épaisseur (cm) 
0 2  1 855 1 Brouillard Jute 18 .- 
0 2  18J52 Brouillard Jute I S 
0 2  I SJ53 Brouillard Jute I S 
0 2  18554 Brouil lard Jute 18 
0218J91 Brouil lard Jute 18 
0 2  I 8J92 Brouillard Jute 18 3.456 0,125 
0 2  f SJ93 Brouillard jute, 1 S 3.24 O. ! 39 
07 18594 Brouillard jute1 I S 3 2-1 0.139 
0371h 1 Brouillard Jute 18 5 .O4 0,069 
0 2  ImlsI  Brouillard Jute 18 3.6 0.1 I I  
0 2  I mlsZ Brouillard Jute IS 3-61 0.1 I l  
0 2  I mls3 Brouillard Jute 18 9 1 0.056 
OZ 1 m l s l  Brouillard Jute I S 8.281 0.069 
I 
- 
OZALV 12 .-\16atoirr V i de O 0.54) OC78 
02ALV  13 :\ ISat~it-e Vide O 0.54 1 0.278 
1 OZALV3 1 1 :\ Iéritoirel Vide 1 0 1 1 - 3 2  0.097 
02ALV3Z AISatoire Vide 0 1.188 0. 125 
O X L V 3 3  :\Ikitciirt: Vide O 0.936 0.181 
OZALV5 1 A Ithtoire Vide 0 1.692 0.056 
OZ.ALVS-1 A léatuire Vide O t -94-1 0.o.r~ 
02ALVS5 :\16atoire Vide O I .908 0.042 
I 
I L 
OZALIJI  1 AIGntoire Jute 1.5 0.3961 0.333 
02AL IJ I2  :\ Ieritoire Jute 1.3 0.396 0.333 
OZALIJ 13 A Itiritoirr Jute 1.5 0.396 0.333 
OZAL 1 J3 1 A Jintuire Jute l .j 1 .SS4 0.056 
OZAL 1 J32 A Ik.~toire Jute 1.5 I .332 0.063 
OZAL I J33 Alkatoirr Jute l .j 1.296 0.050 
OZAL l J5 1 .-\leatoire Jute 1.5 l .908 0.050 
0 2 A L  1 J52 :\ IGatoire Jute 1.5 1.98 0.050 
OZAL 1 J53 A Itiatoire Jute 1.5 1.908 0.054 




























ANNEXES H - COURBES DE TRANSFERT D'OXYCÈNE : DO EN FONCTION 
DU TEbIPS 
La concentration en oxygène dissous est donnée en volts. La relation entre la DO en 
volts et la DO en rng02/L est : 




rnn r hnn rrnn t 




OZAL I J53 
CL 
LRDO I O- 1 1 1 
-- - - -- -- . 
l 
- --1 
Lit Ml 12-2 tidX113 I 

